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《 灵 长 类 动物 与 人 类 疾病 模型 》 专 刊 
ias 

在 中 国 科学 院 和 云南 省 动物 模型 与 人 类 疾病 机 理 重点 实验 室 各 位 学 科 带 头 
人 的 倡导 和 组 织 下 , 在 昆明 医学 院 、 中 国医 学 科学 院 / 北 京 协 和 医学 院 医学 生物 学 
研究 所 、 昆 明理 工大 学 、 广 西 肿瘤 防治 研究 所 和 广东 省 昆虫 研究 所 等 多 家 单位 同 
行 的 大 力 支 持 下 ,经 过 近 5 个 月 的 稿件 征集 、 专 家 会 审 和 单独 审 稿 、 编 校 等 工作 ， 
2011 年 《动物 学 研究 》 第 32 卷 第 1 期 一 一 《 灵 长 类 动物 与 人 类 疾病 模型 》 专 刊 
终于 与 读者 见面 了 。 

本 期 专刊 刊 发 的 评述 ( 代 序 ) 1 篇 、 研 究 论文 0 篇 、 研 究 报告 1 篇 、 评 述 和 
综述 6 篇 等 都 涉及 灵 长 类 动物 (BR. BER. RUE. HERATI RNE ) 
的 基础 生物 学 、 分 子 生物 学 /遗传 学 、 生 物化 学 、 神 经 生物 学 、 血 液 学 、 生 理学 、 
流行 病 及 免疫 学 等 学 科 领 域 . 这 些 文 章 提供 了 灵 长 类 动物 与 人 类 疾病 模型 研究 所 
需 的 一 些 关键 基础 数据 ,集中 体现 了 这 些 领 域 的 新 思想 和 新 成 果 ， 具 有 较 高 的 学 
术 质 量 或 较 强 的 实用 性 。 本 期 的 6 篇 评述 和 综述 ,从 最 基本 的 概念 到 该 领域 的 发 
展 、 存 在 问题 等 都 作 了 精辟 的 分 析 和 阐述 ; 对 非 人 灵 长 类 的 肿瘤 、 糖 尿 病 和 乙 / 
两 型 肝炎 动物 模型 及 其 对 精神 疾病 研究 作用 等 作 了 全 面 、 详 细 的 概述 , 还 就 中 国 
树 网 实验 动物 化 的 成 就 和 经 验 进行 了 总 结 ,也 为 今后 的 科学 研究 抛砖引玉 。 为 此 ， 
我 作为 主编 谨 向 为 本 专刊 做 出 贡献 的 所 有 作者 、 审 者 和 编者 致 以 诚 坝 的 谢意 ! 

今年 是 “十 二 五 ”开局 之 年 ， 本 专刊 的 出 版 ， 对 中 国 科学 院 昆 明 动物 研究 所 
推进 中 国 科学 院 “ 创 新 2020” 方 案 的 实施 ， 并 按 中 国 科 学 院 要 求 ， 以 解决 关系 
国家 全 局 和 长 远 发 展 的 基础 性 、 战 略 性 、 前 上 脆性 的 重大 科技 问题 为 着 力 点 ， 重 点 
突破 带动 技术 革命 , 促进 产业 振兴 的 前 沿 科 学 问题 , 以 及 突破 提高 人 民 群 众 健康 
水 平 、 保 障 改 善 民生 以 及 生态 和 环境 保护 等 重大 公益 性 科技 问题 , 无 疑 是 一 个 良 
好 的 开端 ， 也 是 为 体现 创新 集群 的 集体 智慧 做 了 一 次 有 益 的 尝试 。 

此 外 ， 在 国内 期 刊 如 林 的 今天 ， 专 刊 的 出 版 也 为 本 刊 探 索 提 高 期 刊 质量 和 进 
一 步 扩大 影响 搭建 了 一 个 新 新 的 平台 。 我 希望 有 更 多 的 科学 家 来 做 本 刊 的 Guest 
Editor， 使 本 刊 能 更 好 地 为 创新 集群 服务 ， 为 国家 需求 服务 ， 办 出 特色 、 办 出 风 
格 、 办 出 水 平 ， 让 作者 放心 ， 让 读者 满意 ， 越 办 越 好 ! 
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中 国 科 学 院 和 云南 省 动物 模型 与 人 类 疾病 机 理 重 点 实验 室 
jT 绍 


一 、 发 展 历程 

中 国 科学 院 和 云南 省 动物 模型 与 人 类 疾病 机 理 重点 实验 室 ( 以 下 简称 重点 实 
验 室 ) 的 前 身 是 所 级 重点 实验 室 ， 成 立 于 2005 年 12 月 20 日， 是 研究 所 三 大 中 
长 期 发 展 领 域 之 一 , 被 中 国 科 学 院 列 入 三 期 创新 工程 重点 建设 候选 项 目 , 以 填补 
我 国 在 该 领域 技术 平台 的 空白 。 在 实验 室 全 体 成 员 的 共同 努力 下 , 历经 多 年 的 建 
设 和 发 展 ， 实 验 室 在 抗 艾滋 病 和 抗 抑 郁 症 新 药 药 效 学 评价 关键 技术 、 疾 病 灵 长 类 
动物 模型 、 生 物 毒 素 结构 与 功能 、 疾 病 遗 传 学 等 研究 方面 取得 了 显著 成 果 ， 形 成 
了 鲜明 的 特色 。2007 年 9 月 ， 经 向 中 国 科 学 院 提 出 申请 ， 通 过 院 计 划 财 务 局 组 
织 的 专家 组 的 严格 现场 评审 ， 于 2008 年 12 月 19 日 正式 批准 成 立 “ 中 国 科学 院 
动物 模型 与 人 类 疾病 机 理 重点 实验 室 ”。 此 外 ， 经 向 云南 省 科技 厅 提 出 申请 ， 并 
通过 一 年 多 的 培育 建设 和 发 展 , 于 2010 年 7 月 19 日 顺利 通过 云南 省 科技 厅 组 织 
的 专家 组 验收 ， 正 式 成 为 “云南 省 动物 模型 与 人 类 疾病 机 理 重 点 实验 室 ”。 

二 、 研 究 方向 与 目标 

围绕 天 然 活性 物质 的 结构 与 功能 、 重 大 人 类 疾病 的 灵 长 类 动物 模型 创建 和 天 
然 活 性 物质 药 效 学 评价 ， 重 点 实验 室 目 前 的 研究 方向 主要 集中 在 以 下 三 个 方面 : 

l. 天 然 活性 多 肽 与 蛋白 质 研 究 关键 技术 和 资源 库 ; 

2. 人 类 疾病 的 灵 长 类 动物 模型 ; 

3， 重 大 疾病 机 理 研 究 与 新 药 研 发 关键 技术 。 

最 终 目标 是 促进 学 科 交 叉 ， 形 成 我 国 特色 的 以 动物 模型 为 基础 ， 以 解析 重大 
人 类 疾病 发 病 机 理发 现 新 药物 作用 靶 点 和 创制 新 药 为 导向 的 创新 药物 研发 的 网 
络 体系 和 平台 , 促进 我 国生 物 医学 基础 研究 和 医药 产业 的 发 展 , 满足 我 国人 口 与 
健康 领域 的 重大 需求 。 

三 、 研 究 队伍 

重点 实验 室 现 有 14 个 学 科 组 , 固定 职工 BA, 其 中 博士 36 人 , 硕士 18 A, 
学 士 25 人 。 平均 年 36.1 岁 ， 形 成 了 包括 3 名 国家 杰出 青年 基金 获得 者 、9 名 
中 科 院 “百人 计划 ”入 选 者 和 2 名 云南 省 “高 端 科 技 人 才 ” 入 选 者 的 一 支 年 富力 
强 、 励 精 图 治 的 国 队 ， 渐 已 成 为 吸引 、 凝 聚 国内 外 优秀 人 才 的 重要 基地 。2010 
年 ， 通 过 中 科 院 “百人 计划 ”和 “引进 海外 高 层次 人 才 ” 等 方式 ， 重 点 实验 室 先 


后 从 美国 引进 4 位 博士 , 其 中 2 位 为 美国 副教授 , 有 力 地 扩展 和 充实 了 实验 室 的 
体 量 和 结构 。 
四 、 支 撑 条 件 

实验 室 自 2005 年 组 建 以 来 ,一直 以 昆明 动物 研究 所 实验 动物 中 心 为 依托 ， 
以 国家 、 科 学 院 和 发 改 委 正 式 批准 和 支持 建设 的 中 国 科学 院 昆明 灵 长 类 研究 中 
心 、 国 家 昆明 高 等 级 生物 安全 灵 长 类 实验 中 心 、 昆 明 国家 生物 产业 基地 实验 动物 
中 心 和 中 国 科学 院 昆明 生物 多 样 性 大 型 仪器 区 域 中 心 为 基础 , 推动 和 加 快 实验 室 
支撑 体系 的 建设 和 发 展 . LP, 昆明 动物 研究 所 实验 动物 中 心 是 中 国 科 学 院 1982 
年 规划 布局 确定 的 科学 院 三 大 实验 动物 基地 之 一 ， 中 心 现 有 猕猴 、 平 顶 猴 、 短 尾 
猴 、 能 猴 、 食 蟹 猴 、 金 丝 钦 和 树 胸 等 11 个 种 三 千 多 头 实验 灵 长 类 动物 种 群 。 
家 昆明 高 等 级 生物 安全 灵 长 类 实验 中 心 可 容纳 500 头 灵 长 类 动物 实验 , 同时 满足 
12 个 新 药 的 筛选 及 药 效 学 实验 .2010 年 ,“ 树 购 饲 养 繁殖 基地 ”已 正式 启动 扩展 ， 
规划 同时 饲养 5000 Rte, 预计 2011 年 4 月 完工 ， 届 时 将 实现 树 网 普通 群 、 封 
闭 群 和 近 交 系 饲 养 繁殖 一 体 化 综合 基地 的 功能 ,为 研究 体系 提供 全 面 支撑 ， 并 有 
望 取得 产业 化 方面 的 突破 。 
五 、 近 五 年 重要 成 果 
1. 申请 项 目 情况 

近 五 年 来 ， 重 点 实验 室 主持 或 参与 包括 “973”"、 “863”、 国 家 “重大 新 药 
创制 ”科技 重大 专项 、 国 家 自然 科学 基金 重点 项 目 、 国 家 杰出 青年 基金 、 云 南 省 
高 端 科 技 人 才 引 进 计划 等 国家 、 省 (部 ) 科研 任务 共 118 项 ， 共 争取 到 合同 经 费 
17498 万 元 。 承 担 国家 重大 科研 任务 55 项 ， 总 合同 经 费 13967 万 元 。 
2.， 专利、 论文 、 获 奖 等 情况 

近 五 年 来 ， 重 点 实验 室 共 获得 发 明 专 利 29 项 ， 其 中 1 项 为 国际 授权 专利 ; 
17 个 新 药品 种 已 经 进入 临床 前 ，5 个 新 药 进 入 临床 ，3 个 新 药品 种 上 市 ， 协 议 转 
让 新 药 新 技术 成 果 2800 万 元 ; 获 国 家 自然 科学 二 等 奖 1 项， 云南 省 科学 技术 奖 
励 一 等 奖 3 项 ， 二 等 奖 2 项 ; 发 表 揭示 人 类 重大 疾病 机 理 和 药物 作用 靶 点 的 SCI 
论文 250 余 篇 。 
3， 疾 病 机 理解 析 与 动物 模型 创制 

重点 实验 室 团 队 利用 多 学 科 交 又 技术 手段 ,发 现 一 系列 重要 的 疾病 机 理 和 药 
物 作用 新 靶 点 : 发 现 创伤 后 应 激 综合 征 的 单 氨 类 调控 机 理 ， 揭 示 辣 椒 素 和 糖 皮 质 
激素 受 体 在 抑郁 症 和 毒品 成 疗 过 程 中 的 新 机 制 ; 发 现 视神经 萎缩 发 病 的 线粒体 遗 


iil 


传 机 制 ， 为 该 病 的 诊治 和 预防 提供 了 新 的 方向 ; 阐明 了 限制 因子 TRIMS Qa 对抗 
HIV-1 的 分 子 机 制 ; 发 现 CD176 可 作为 恶性 肿瘤 生物 治疗 的 新 靶 标 。 在 动物 模型 
研究 方面 , 创制 了 我 国 特 有 的 艾滋 病 猕猴 模型 ， LAT PERRIER, FE 
此 基础 上 创制 了 树 网 的 抑郁 症 模型 ; 创制 了 特有 的 树 鸯 HCV 肝 损 伤 模型 ; 建立 了 
BUR CER RR fod Al) REA RAR 
4.， 药 效 评价 和 技术 平台 

重点 实验 室 已 在 “天 然 药物 活性 物质 与 功能 ”领域 取得 了 突出 的 成 果 ， 建立 
了 系统 完善 的 以 灵 长 类 动物 模型 为 基础 的 新 药 筛选 评价 体系 ， 形 成 了 鲜明 的 特 
色 ， 在 相关 领域 处 于 不 可 或 缺 的 地 位 。 建 立 并 完善 了 多 肽 、 蛋 白质 药物 分 子 资 源 
库 ， 目 前 已 第 选 了 天 然 活 性 物质 4000 余 种 ; 建立 了 国内 最 完整 从 分 子 、 细 胞 到 
动物 模型 的 抗 艾 滋 病 药物 药 效 学 评价 平台 ， 筛 选 和 研究 了 5000 多 种 化 合 物 的 抗 
HIV 活性 ， 发 现 了 一 系列 具有 抗 HIV-1 活性 的 化 合 物 ， 完 成 了 11 个 抗 HIV HA 
的 临床 前 药 效 学 评价 ， 其 中 2 个 抗 HIV 新 药 获 得 SFDA 的 药物 临床 研究 批件 ， 是 
我 国 抗 HIV 药物 研究 的 最 主要 基地 之 一 ; 建立 了 从 递 质 、 受 体 到 抑郁 症 动物 模型 
各 层面 的 体内 外 筛选 和 研究 抗 抑 郁 症 药物 的 技术 和 方法 , 完成 天 然 1 类 抗 抑 郁 新 
药 “ 奥 生 乐 赛 特 ” 的 临床 前 研究 ， 并 通过 国家 药 监 局 专家 评审 答辩 会 ， 正 在 等 待 
临床 实验 批文 ; 建立 了 非 人 灵 长 类 转基因 动物 平台 ， 成 功 获 得 世界 上 第 三 例 (我 
ARKA) 转基因 动物 。 
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摘要 : 发 展 对 人 类 疾病 有 效 的 预测 、 预 防 、 诊 断 和 治疗 等 途径 , 一 直 是 人 口 健康 领域 关注 的 焦点 。 任 何人 类 
元 似乎 都 可 归 知 于 遗传 背景 和 环境 因素 的 共同 作用 ， 并 影响 到 疾病 的 发 生 、 病程 、 药 物 疗 效 和 预后 等 。 最 有 效 
究 策略 是 直接 针对 患者 的 各 方面 临床 研究 , 但 这 一 策略 常常 会 面临 着 同一 临床 症状 却 有 不 同 病 因 ( 异 质 性 )、 
体 差异 显著 (如 治疗 效果 因 人 而 异 ) 以 及 难以 回溯 性 地 研究 人 类 疾病 的 发 生 、 发 展 (如 发 病 以 前 的 事件 或 经 历 ) 
题 ， 而 且 医学 伦理 学 的 要 求 使 得 大 量 医学 研究 和 新 药 新 疗法 不 能 直接 应 用 于 人 体 ， 必 须 先 有 动物 实验 阐明 其 
生 和 必要 性 。 最 佳 的 研究 策略 是 创建 人 类 疾病 的 动物 模型 ， 因 为 可 严格 地 控制 病因 、 遗 传 背景 、 环 境 因 子 等 ， 
R 踪 性 研究 动物 模型 病症 的 发 生 、 发 展 、 治 疗 反 应 和 结局 等 ,但 这 一 策略 也 常常 面临 着 一 系列 问题 和 误解 。 
,在 《动物 学 研究 》 出 版 《 灵 长 类 动物 与 人 类 疾病 模型 》 专 刊 之 际 , 撰写 此 评述 性 论文 , 将 系列 问题 和 误解 一 
,并 讨论 其 应 对 策略 。 
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Animal models ofhuman diseases 


XU Lin 


(Key Laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms of the Chinese Academy of Sciences & Yunnan Province, 
Kunming Institute of Zoology, Kunming Yunnan 650223, China) 


Abstract: The development of efficient ways to predict, prevent, diagnose and treat human diseases is of great 
interest to human society and is a focus of life science research. It is widely believed that all human diseases may be 
attributed to the interaction between genetic and environmental risk factors, and this interaction influences the genesis, 
course, drug response and outcome of the diseases. The most effective approach for research into human diseases is the 
clinical study, but this can be hampered by disease heterogeneity, marked individual differences and the difficulty in 
tracking the history and course of a disease. Additionally, no study should be performed on humans without preclinical 
assessments in non-human animals. The best strategy for research into human diseases is to use animal models that mimic 
the genesis, course, drug response and outcomes of human disease and where the etiology, genetic background and 
environmental factors can be strictly controlled, unfeasible in clinical studies of humans. However, there are many 
problems associated with the study of animal models for human disease, some of which are based on misunderstanding. 
For this special issue of Zoological Research we discuss these problems and misunderstandings. 


Key words: Human diseases; Animal models; Nonhuman primates; Drug development 
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1 模式 动物 与 动物 模型 研究 ; 小 鼠 广 泛 应 用 于 基因 操作 和 功能 研究 ; 比 格 
天 广泛 应 用 于 药物 长 期 毒性 评价 等 。 这 些 动 物 就 是 

AE 
eo ques 相应 研究 目标 的 模式 动物 最 终 目的 可 应 用 于 人 类 
育 、 喜 老 等 通信 学 彻 代谢 学 的 研究 Gum ogg 疾病 的 预测 、 预 防 、 诊 断 和 治疗 等 。 蕉 然 不 同 的 是 , 
Omen R Aas 动物 模型 ,是 指 除 人 类 以 外 的 活体 动物 实验 , 广泛 


收 稿 日 期 : 2010-12-06; 接受 日 期 : 2010-12-24 
基金 项 目 : 中 国 科学 院 知识 创新 工程 重要 方向 项 目 (KSCX2-EW-R-12) 和 中 国 科 学 院 基础 前 沿 研究 专项 项 目 (KSCX2-EW-J-23) 资助 
“通讯 作者 (Corresponding author) EAEAN: 都 柏林 大 学 三 一 学 院 药理 治疗 系 博士 、 百 人 计划 和 NSFC 杰出 青年 基金 获得 者 。 现 任 中 国 
科学 院 昆 明 动 物 研究 所 学 术 委 员 会 、 动 物 模型 与 人 类 疾病 机 理 重 点 实验 室 主 任 ， 中 国 神 经 科学 学 会 基础 与 临床 精神 病 学 分 会 副 主任 委员 。 长 期 
从 事 疾病 动物 模型 与 神经 可 塑性 研究 及 新 药 研发 ， 参 与 化 学 药物 一 类 新 药 抗 老年 痴呆 症 酚 克 络 酮 的 筛选 、 药 效 评 价 、 负 责 天 然 药 物 一 类 新 药 抗 
抑郁 症 奥 生 乐 赛 特 的 筛选 、 药 效 评价 。 
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2 动 物 学 











应 用 于 疾病 或 生物 学 研究 。 简 单 来 说 ， 就 是 用 模式 
动物 建立 动物 模型 ， 例 如 抑郁 症 的 大 鼠 模型 ， 就 是 
指 利用 模式 动物 大 鼠 ， 建 立 动物 模型 研究 抑郁 症 。 


2 人 类 疾病 与 动物 模型 


抑郁 症 是 一 种 人 类 疾病 ， 表 现 为 人 类 大 脑 情绪 
功能 持续 低下 。 抑 郁 症 的 动物 模型 是 指 用 活体 动物 
实验 研究 抑郁 症 ， 不 等 价 于 人 类 疾病 。 从 系统 进化 
的 角度 看 , 大 鼠 也 有 情绪 功能 及 其 相应 的 细胞 分 子 
机 制 ， 研 究 大 鼠 的 情绪 功能 揭示 人 类 抑郁 症 是 完 
可 行 的 。 实 际 上 人 类 疾病 的 动物 模型 共有 严格 的 定 
义 。 理 想 的 动物 模型 至 少 需要 满足 三 个 一 致 性 验 
证 : 与 人 类 疾病 具有 相似 的 发 病 机 理 (疾病 同 源 
性 )、 与 人 类 疾病 共有 相似 的 行为 表象 (表象 一 至 
HE). 与 人 类 疾病 上 共有 相似 的 药物 治疗 反应 (药物 预 
ILHE. HATAW (Aio DBO 被 广泛 应 用 于 建 
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许多 临床 药物 的 缺点 也 被 这 些 新 药 继续 保留 ， 因 而 
对 疾病 的 治疗 并 没有 实质 性 改善 。 

实际 上 许多 有 实力 的 医药 企业 已 经 采取 了 更 
好 的 策略 ,就 是 利用 非 人 灵 长 类 动物 建立 人 类 疾病 
的 动物 模型 来 评价 活性 物质 的 有 效 剂量 范围 ; 利用 
非 人 灵 长 类 动物 进行 药物 安全 评价 。 这 给 创新 药物 
研发 仅 带 来 了 一 线 生 机 ,其 原因 是 非 人 灵 长 类 动物 
RU OATHS, 动物 保护 、 动 物 伦理 、 昂 贵 的 
实验 费用 和 难以 忍受 的 实验 周期 等 因素 限制 了 这 
一 策略 的 推广 。 
4 ”创制 人 类 疾病 的 猴 模 型 和 树 购 模型 的 必 

要 性 

无 论 各 种 成 本 有 多 昂贵 , 针对 一 些 人 类 重大 疾 
病 仍然 只 能 利用 非 人 灵 长 类 动物 建立 动物 模型 ， 这 
些 疾 病 包 括 艾滋 病 、 老 年 痴 采 症 等 。 其 原因 是 一 方 






















































































































































































立 人 类 疾病 的 动物 模型 包括 抑郁 症 动物 模型 ; 但 是 
哨 齿 类 与 人 类 之 间 存 在 极 大 的 种 属 差异 ,致使 人 类 
疾病 的 动物 模型 很 难 同 时 满足 上 述 三 个 一 致 性 条 
件 。 最 典型 的 例子 发 生 在 生物 医药 领域 , 活体 动物 
实验 证 明 1 万 个 活性 物质 , 最 终 仅 有 1 个 物质 能 通 
过 临床 试验 成 为 新 药 ， 其 他 活性 物质 因 成 药性 差 、 
临床 无 效 或 毒性 等 被 淘汰 。 因 此 ， 建 立 人 类 疾病 的 
动物 模型 需要 新 的 策略 。 


3 ”新 药 研发 的 核心 问题 一 一 成 药性 


用 大 鼠 建立 人 类 疾病 的 动物 模型 ， 以 发 现 活性 
物质 的 有 效 性 剂量 范围 ; 用 大 鼠 和 比 格 犬 进行 药物 
安全 评价 ， 以 发 现 活性 物质 的 毒性 剂量 范围 ; 用 有 
效 性 和 毒性 剂量 之 间 的 窗口 ， 以 判断 活性 物质 的 成 
药性 ， 已 经 成 为 生物 医药 领域 的 惯例 。 但 是 新 药 丰 
发 的 成 功率 仍然 仅 有 万 分 之 一 。 新 药 临 床 试验 无 效 
仅 涉 及 风险 投入 失败 ， 经 济 损失 相对 较 小 ; 而 新 药 
临床 试验 出 现 致死 毒性 ,历史 上 已 经 使 得 一 些 医药 
企业 付出 巨额 的 经 济 赔 偿 而 破产 。 其 最 根本 原因 在 
于 大 鼠 和 比 格 犬 与 人 类 之 间 存 在 巨大 的 种 属 差异 。 

为 了 避免 出 现 临 床 无 效 和 致死 毒性 ,并 且 提 高 
新 药 研 发 的 成 功率 ,， 绝 大 多 数 医 药 企业 采用 的 策略 
是 开发 已 有 临床 药物 的 类 似 结构 新 药 (“me too" or 
“me better”drugs) 或 类 似 作 用 机 理 新 药 (similar 
mechanism of action, SMOA drugs)。 几 十 年 来 的 事 
实 表明 ,这 种 策略 使 新 药 研发 的 成 功率 提高 ,但 是 
许多 如 此 的 新 药 并 不 能 产生 更 佳 的 临床 疗效 ， 而 且 































































































































































































































































































面 艾滋 病 、 老 年 痴 采 症 的 猴 模型 能 更 好 地 模拟 人 类 
疾病 ; 另 一 方面 用 其 他 动物 很 难 建立 此 模型 ， 例 如 
HIV 仅 感染 部 分 灵 长 类 和 人 类 。 此 外 ， 相 对 于 人 类 
来 说 , 正常 大 鼠 的 工作 记忆 能 力 已 经 非常 低下 ， 类 
似 于 人 类 阁 采 证 ,它们 完全 不 能 完成 Wisconsin KER 
反应 工作 记忆 任务 ， 显 然 用 大 鼠 建 立 老年 痴 采 证 具 
有 严重 缺陷 。 发 展 这 些 重大 疾病 的 猴 模 型 就 具有 不 
可 替代 性 ， 有 很 好 的 前 景 应 用 于 发 现 有 效 的 预测 、 
预防 、 诊 断 和 治疗 等 新 途径 。 

然而 ， 人 类 疾病 的 猴 模 型 也 存在 类 似 于 人 类 疾 
病 的 临床 研究 问题 。 几 十 年 来 众多 的 灵 长 类 种 类 的 
饲养 繁殖 并 没有 能 够 建立 遗传 背景 可 探 的 品系 ,， 猴 
本 身 的 各 种 生理 指标 和 疾病 也 不 够 清楚 , 因而 人 类 
疾病 的 猴 模 型 研究 中 个 体 差 异 显著 问题 无 法 克服 ， 
跟踪 性 研究 猴 模 型 病症 的 发 生 、 发 展 、 治 疗 反 应 和 
结局 等 也 因 周 期 漫长 而 受到 极 大 限制 。 另 外 ， 基 于 
猴 的 基因 操作 相对 于 小 鼠 和 果 蝇 来 说 ,还 处 于 起 步 
阶段 , 通过 定点 、 定 时 表达 外 源 基因 和 基因 敲 除 来 
研究 基因 功能 和 分 子 机 理 还 有 很 长 一 段 路 要 走 。 正 
因为 如 此 ， 猴 模型 研究 特别 需要 国家 层面 的 长 期 
地 、 稳 定 地 大 力 支 持 。 

也 许 作 为 非 人 灵 长 类 模型 的 补充 , 创建 人 类 疾 
病 的 树 哆 模型 是 一 个 非常 有 前 景 的 发 展 策略 。 核 基 
因 组 和 线粒体 基因 组 研究 表明 ， 狐 猴 、 树 网 、 灵 长 
类 是 亲缘 关系 最 密切 的 姐妹 。 树 网 广泛 分 布 于 我 国 
西南 地 区 (云南 、 四 川 、 西 藏 、 贵 州 、 广 西 等 ) 和 
东南 亚 。 树 哆 体型 小 , 体重 为 100 一 250 g, 无 明显 
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1 期 





繁殖 季节 ,妊娠 期 大 约 45 天 , 每 胎 2 一 4 只 ,有 利于 
饲养 、 繁 殖 和 和 研究。 国际 上 之 所 以 选择 比 格 犬 进行 
药物 长 期 毒性 评价 ,是 因为 比 格 犬 温顺 、 神 经 发 育 
良好 ， 易 于 显示 药物 的 长 期 毒性 。 树 网 的 神经 系统 






























































徐 ” 林 : 人 类 疾病 的 动物 模型 


3 





疾病 的 动物 模型 中 无 效 , 需要 更 高 的 剂量 才 有 效 ， 


那么 该 活性 物质 在 后 期 研发 中 的 成 药性 ， 可 能 会 因 





毒 副 作用 而 受到 限制 的 可 能 性 更 大 。 














rp, 剂量 从 低 到 高 , 动物 也 可 反复 使 用 ， 




















高 度 发 育 ， 前 额 叶 皮层 结构 已 经 与 懒 猴 接 近 , 5f 
脑 之 间 已 经 形成 双向 投射 ， 脑 体重 比 是 包括 人 类 的 
所 有 动物 中 最 高 的 。 利 用 树 网 进行 药物 长 期 毒性 评 
价 、 创 制 新 型 的 人 类 疾病 的 动物 模型 ， 可 能 均 具有 
更 好 的 临床 意义 。 此 外 , 现 有 动物 物种 中 ， 仅 有 树 
网、 猩猩 和 人 类 对 HBV 有 易 感 性 ,创制 HBV 的 树 
驳 模 型 就 具有 不 可 替代 性 ,一旦 成 功 不 仅 可 广泛 应 
于 新 药 评 价 ,也 可 广泛 应 用 于 疾病 的 预测 、 预 防 、 
诊断 等 研究 。 树 哆 对 心理 应 激 极其 敏感 ,， 适合 于 建 
立 社会 竞争 失败 病因 学 抑郁 症 模型 。 树 购 有 自发 糖 
尿 病 、 近 视 等 疾病 ， 其 发 病 机 理 与 人 类 几乎 完全 相 
同 。 实 际 上 ， 由 于 对 树 哆 的 研究 极 少 ， 人 类 疾病 的 
树 购 模型 研究 更 少 有 可 能 树 网 也 适合 许多 其 他 重 
大 疾病 的 动物 模型 研究 ， 有待 于 深入 探索 ， 例 如 树 
购 自 发 肿瘤 率 极 高 、 饮酒 不 醇 等 , 但 研究 报道 其 少 。 
于 树 网 及 人 类 疾病 的 树 网 模型 在 人 口 健康 领域 
的 良好 前 景 ， 且 形成 一 个 遗传 背景 清晰 可 控 的 树 鸥 
































































































































































































































就 可 确 
选 也 常 需要 几 毫 区 供 试 品 
动物 模型 筛选 所 需要 的 供 


的 ， 


题 。 





























定 该 物质 是 否 有 活性 。 而 靶 点 筛选 或 体外 筛 
， 相 比 之 下 ， 人 类 疾病 的 








活性 筛选 过 程 





5~10 mg 












































试 品 量 是 完全 可 以 接受 


因为 一 旦 有 活性 ,就 已 经 排除 了 许多 后 期 间 
人 类 疾病 的 动物 模型 第 选中 ,重要 的 是 专门 的 











熟练 技术 员 在 双 盲 的 条 件 下 固定 地 操作 实验 ， 以 确 
保 实验 的 客观 性 和 稳定 性 。 


动 、 植 物 来 源 的 传统 中 药 资源 是 成 药性 的 


6 














最 佳 基础 

















传 统 : 











IT» 
Ñ, 


质 , F 








其 安全 性 和 有 效 性 有 一 定 保障 。 


医药 验方 已 经 广泛 应 用 于 人 类 疾病 治 

















依据 中 医药 验 


挖 气动、 植物 来 源 的 传统 中 药 资 源 中 的 天 然 物 
































j 理 想 的 人 类 疾病 的 动物 模型 进行 活性 筛选 





和 药 效 学 评价 ,很 大 程度 上 既 可 避免 该 活性 物质 新 
药 临床 试验 的 无 效 ,又 可 避免 新 药 临床 试验 的 毒性 
问题 。 我 国 特别 是 云南 省 拥有 世界 上 最 丰富 的 生物 








品系 〈 昆 明 树 网 品系 ) 耗 时 很 长 ， 这 都 需要 国家 层 
面 长 期 、 稳 定 的 大 力 支持 。 


5 人 类 疾病 的 动物 模型 的 重要 性 

发 现 活性 物质 的 最 佳 策略 无 疑 是 高 通 量 、 高 内 
涵 的 有 点 或 功能 筛选 。 然 而 ,考虑 到 活性 物质 的 成 
药性 问题 ， 这 种 策略 却 导 致 新 药 研发 的 成 功率 极 
低 。 因 为 无 论 是 有 效 性 还 是 毒性 都 需要 在 活体 动物 

























































































多 样 性 资源 ,赋予 了 我 国 天 然 活 性 物质 新 药 丰 


宝库 和 独特 的 疾病 研究 及 新 药 评价 
制 优势 ， 是 新 药 研发 源头 创新 的 根本 基础 之 一 。 























发 的 
的 动物 模型 创 























中 国 科学 院 昆明 动物 研究 所 开 








年 的 活性 多 


E, 




















展 了 长 达 几 十 


状 和 动物 毒素 研究 ， 取 得 了 系列 重要 成 


同时 长 期 以 来 也 为 中 国 科 学 院 昆明 植物 研究 所 














提供 











特有 动 植物 资源 











和 活体 人 体 试验 中 去 验证 。 国 际 上 推 党 高 通 量 、 高 
内 涵 的 部 点 或 功能 筛选 很 大 程度 上 是 因为 经 济 成 
本 、 动 物 伦理 的 缘故 ,不 得 不 忍受 新 药 研发 后 期 的 


















































系列 药物 先导 分 子 和 候选 分 子 ， 








了 天 然 物 质 的 活性 筛选 和 药 效 评 价 。 从 云南 省 
发 现 的 几 千 种 天 然 物 质 中 ,得 到 














并 在 植物 所 和 动 











物 所 的 密切 合作 下 研发 了 抗 艾滋 病 、 抗 老年 痴呆 、 





抗 抑郁 证 等 新 药 。 

















因此 ,如 能 进 

















高 风险 。 如 果 从 活性 物质 的 筛选 就 使 用 人 类 疾病 的 

















国 科学 院 和 云南 省 动物 模型 与 人 类 疾病 机 理 





动物 模型 ， 发 现 其 剂量 -效应 关系 、 给 药 时 间 - 效 应 
关系 、 效 应 的 物质 结构 依赖 性 等 特点 ， 试 验 结束 后 
观测 几 周 动物 健康 状态 、 内 脏 器 官 病理 和 死亡 情况 
， 将 对 新 药 研发 后 期 的 吸收 、 人 代谢、 安全 性 等 问 
有 很 好 地 阐述 ， 就 可 规避 许多 新 药 研 发 风险 。 简 
二 就 是 在 人 类 疾病 的 动物 模型 中 有 效 、 无 毒 以 阐 
明 该 活性 物质 的 成 药性 。 许 多 时 候 因为 供 试 品 量 小 
而 放弃 动物 模型 第 选 。 如 果 仔 细 测 算 , 仍然 有 规律 
可 寻 。 一 般 来 讲 1 一 10 mg/kg 的 剂量 ， 如 果 在 人 类 
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Illy 















































步 发 展 壮大 “中 











A X 


实验 室 ”, 把 动 植物 和 微生物 资源 、 动 植物 化 学 、 
动物 模型 等 资源 性 和 技术 性 优势 转化 为 集成 体系 


优势 ， 将 在 昆明 地 区 形成 具有 国际 影 
发 源头 创新 的 集成 体系 ， 将 为 我 国 新 药 创 制 赶 超 世 
界 一 流水 平 ,为 啊 应 云南 省 政 
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产业 黄 定 有 











好 基础 。 











啊 力 的 新 药 研 
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马 旭 通 !”， 夺 福 林 2 BRAC, RGXGE Gg a! 
a. 中 国 科 学 院 和 云南 省 动物 模型 与 人 类 疾病 机 理 重点 实验 室 , 中 国 科学 院 昆 明 动 物 研究 所 , 云南 昆明 650223; 
2. 云南 省 第 一 人 民 医 院 检验 科 , 云南 昆明 650032; 3. 中 国 科学 院 研究 生 院 ,北京 100049) 
摘要 : 比较 野生 和 人 工 繁育 树 网 的 部 分 生理 指标 ， 为 人 类 疾病 的 动物 模型 创制 提供 基本 参数 。 血 液 采 自 昆 
地 区 54 ASAE Ra (被 捕获 后 人 工 饲 养 1 一 2 月 ) 和 54 只 子 一 代 人 工 繁育 树 网 。 该 研究 首次 报道 在 两 组 动物 中 ， 
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- 酸 、 果 糖 胺 、 低 密度 上 脂 
树 移 中 的 中 位 数 (四 分 位 数 间 距 ) 依次 为 : 1449 (956) 
All 0.36 (0.32) mmol/L; 7E EFA 
hmolL 和 0.46 (0.23) mmo 
肌 情 况 的 指标 表现 


中 图 分 类 号 : Q95-33; Q959.832 
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E 树 网 中 依次 为 : 986 (564) U/L. 
VL. ALE AM RHA 
EEF, 个体 离散 程度 扩大 的 
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表现 出 个 体 间 离散 程度 降低 趋势 ,但 个 


现象 。 这 些 
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(4.10) ug/L, 20.0 (20.6) pmol/L. 379.0 ( 


别 反 映 肝 脏 功 全 


























生理 指标 为 人 类 疾病 的 树 网 模型 创制 打 
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比较 
文章 编号 : 0254-5853-(2011)01-0004-07 


Detection and comparison of physiological indexes in 


the wild and laboratory tree shrew 


(1. Key Laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms of the Chinese Academy of Sciences & Yunnan Province, Kunming 


Institute of Zoology, Kunming Yunnan 
650032, China; 3. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 


Yunnan Province, Kunming Yunnan 


650223, China; 2. Department of Clinical Laboratory Medicine, The First People's Hospital of 
100049, China) 


a 杜 廷 义 1,2,3,* E 


明 
肌 


别 间 差异 无 显著 性 ; 这 些 指标 在 人 工 繁育 
、5.94 (7.23) ug/L, 15.6 (19.7) umol/L, 393.5 (80.8) pmol/L 
104.0) 
van 
下 了 基 


DU Ting-Yi ^?" 


Abstract: To provide fundamental basis for the tree shrew models of human diseases, we examined and compared 
the physiological and biochemical indexes between wild and laboratory tree shrews. Blood samples were taken from 54 
wild tree shrews that were housed in laboratory for 1 — 2 months, and from 54 first-generation of the laboratory tree 
shrews; each group had nearly equal male and female composition. Some of the first reported physiological and 


biochemical indexes were showed no significant differences between genders, and these indexes in laboratory tree shrews 
were as follows [medium (inter-quartile range) ]: CK 1449 (956) U/L, CTNI 5.94 (7.23) pg/L, TBA15.6 (19.7) umol/L, 
FRUC 393.5 (80.8) mol/L and LDL-C0.36 (0.32); and in the wild tree shrews, 986 (564) U/L, 4.01 (4.10) ug/L, 20.0 
(20.6) umol/L, 379.0 (104.0) pmol/L and 0.46 (0.23) mmol/L, respectively. In the laboratory tree shrews, the variations 
of physiological and biochemical indexes were smaller, but the mean values of some indicators related to liver and heart 
functions became higher. These data would be valuable for the development of tree shrew models of human diseases. 


Key words: Tree shrew; Wild tree shrew; Laboratory tree shrew; Blood samples; Physiological and biochemical 
























































indexes 
目前 ,捕捉 后 经 短期 饲养 的 野生 树 网 (Tupaia ” 随 着 其 种 群 的 发 展 Ae i I PE HEBR a 
belangeri) AENA Sz 4 FA a ERK, 但 并 逐步 发 展 到 标准 化 实验 动物 。 在 1991 年 出 版 的 
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1 期 马 旭 通 等 ， 野生 和 人 工 繁育 树 欧 部 分 生理 指标 检测 与 比较 5 
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血清 分 离 胶 促 凝 管 (奥地利 Greiner 公司 )， 及 时 离 


























《 树 购 生物 学 》 中 , 20 世纪 70 一 80 年 代 对 野生 
Bd (T. b. chinensis) 所 进行 的 血液 生物 化 学 和 血 
液 细胞 学 研究 结果 已 得 到 了 较为 全 面 的 总 结 (Peng 
et al, 1991 )。 本 次 研究 拟 在 现 有 资料 的 基础 上 , 38 
加 检测 代谢 综合 症 常用 评价 指标 : 果糖 胺 、 糖 化 
红 和 蛋白 、C 肽 、 高 密度 脂 蛋 白 胆固醇 和 低 密度 脂 重 
白 胆固醇 ， 反映 心肌 功能 情况 的 指标 : 肌 酸 激酶 、 
乳酸 脱氧 酶 和 肌 钙 蛋白 I， 以 及 反映 肝脏 合成 代谢 
功能 的 重要 指标 : 总 胆汁 酸 ,并 比较 野生 树 购 和 人 
工 繁育 树 网 血液 样本 生理 指标 检测 值 之 间 的 差异 。 
其 中 ,新 增 指标 及 在 同等 条 件 下 , 不同 种 群 间 血 液 
样本 生理 指标 的 比较 属 首次 报道 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 

Lll 本 次 实验 共用 树 殉 108 K, Hop. 野生 成 年 

MIN 54 R, MERER, HAEN: 雌性 95~131 g 

(平均 114.2 g), HETE 108—143 g (平均 117.8 g)。 它 

们 均 为 在 昆明 地 区 捕获 后 人 工 饲养 1 一 2 月 。 
子 一 代 人 工 繁育 成 年 树 购 54 H, 月 龄 ，6 一 8 












































































































































































































































心 送 检 。 
1.3 ”样本 检测 

血 常 规 检测 使 用 EDTA-K; 抗 凝血 样本 ， 生 化 及 
免疫 检测 使 用 血清 样本 。 
1.3.1 检测 设备 

美国 雅培 CELL-DYN3700 全 自动 血球 分 析 仪 、 
Ci16200 免疫 生化 检测 系统 ,瑞士 罗氏 E170 全 自动 
免疫 分 析 仪 。 
1.3.2 ”检测 试剂 
血 常 规 检测 采用 雅培 CELL-DYN3700 配套 试 
38, C 肽 检测 采用 罗氏 E170 配套 试剂 ， 酶 类 检测 采 
用 雅培 Ci16200 配套 试剂 ,其 他 生化 检测 采用 日 本 
积 水 医 疗 株式 会 社 产 品 。 
1.3.3. ”检测 

按 不 同 设备 的 样本 要 求 分 别 弃 除 溶血 、 脂 血 ， 
微小 凝 块 等 不 合格 标本 后 严格 按 相关 操作 程序 进 
行 实验 检测 和 质量 控制 。 
1.4 数据 处 理 

数据 处 理 采 用 SPSS 13.0 软件 包 。 对 各 组 数据 
分 性 别 各 自 弃 除 极端 值 和 离 群 值 后 ， 判断 性 别 间 差 




























































































































































































个 月 , EMEC A 26 : 28。 体重 : HEHE 82 一 127 g CF 
均 107.2 g), 雄性 91~139 g (平均 115.1 g). 
1.1.2 ”饲养 条 件 : 捕获 的 野生 树 购 和 人 工 繁育 树 赐 
在 相同 条 件 下 进行 人 工 饲养 一 一 普通 级 动物 房 ， 一 
般 每 只 答 有 具 中 放置 一 只 树 网 ,保持 安静 环境 ,维持 
室内 温度 在 15~24 C, 湿度 范围 在 50%~70%， 人 
工 光照 12 h。 每 天 喂食 2 次 ， 上 午 10 点 左右 喂食 全 
SFE ARE, 下 午 4 点 左右 喂食 水 果 , 每 星期 加 
喂 一 次 黄粉 虫 饮水 。 饲 料 配方 及 主要 营养 成 
分 , 树 鸥 在 不 同 生 理 阶段 的 饲养 条 件 要 求 及 管理 详 
见 Peng et al (1991)。 
1.2 检测 标本 的 采集 
1.2.1 树 鹊 的 适应 性 饲养 
将 树 购 由 养殖 基地 转 入 本 研究 所 动物 实验 中 
心 树 吻 饲养 室 进行 适应 性 饲养 2 一 3 天 。 饲 养 条 件 
同 养殖 基地 ， 实 验 前 一 天 下 午 喂 食 后 , 清扫 笼 具 内 
残留 食物 。 
1.2.2 ”血样 采集 
树 网 保定 ， 曾 用 和 氧 胺 酮 (剂量 : 15 mg/100 g 体重 ) 
麻醉 ， 开 胸 法 心脏 采血 (Wu & Zhang，2007)。 分 注 




























































































































































































异 的 显著 性 ; 对 差别 无 显著 性 的 指标 合并 数据 ， 重 
新 弃 除 离 群 值 ， 使 用 中 位 数 、 四 分 位 数 描述 各 检测 
值 的 分 布 特征 ; 正 态 数据 的 指标 进一步 计算 其 均值 
和 标准 差 。 统计 判断 : 正 态 数 据 资 料 采 用 CES, dE 
正 态 资 料 采 用 秩 和 检验 , 变异 系数 比较 采用 u 检 
验 。 


2 结果 


21 野生 组 树 哆 的 检测 结果 ( 见 表 1)。 
2.2 ”人 工 繁育 组 树 喝 的 检测 结果 〈 见 表 2)。 
2.3 ”对 在 两 组 中 均 能 进行 雌雄 合并 的 15 个 指标 进 
行 两 组 间 比 较 结果 
肌 酸 激酶 、 碱 性 磷酸 酶 、 伽 马 谷 氨 栈 胺 转氨酶 、 
低 密度 脂 蛋 白 、 果 糖 胺 、 尿 素 氮 、 肌 钙 蛋 白 DI. Él 
细胞 计数 、 血 红 和 蛋白、 血小板 计数 等 10 个 指标 间 
的 差别 具有 显著 性 (P 值 均 小 于 0.05). 


3 Wit 


由 于 其 独特 的 分 类 学 地 位 及 解剖 学 、 生 理学 特 
VE, 树 网 早已 作为 人 类 疾病 动物 模型 被 广泛 应 用 于 
































































































































ImL 血样 于 EDTA-K 抗 凝 管 (武汉 致远 医疗 科技 
AREA A), UAE. HRI VACUTTE 
























































生物 医学 研究 的 诸多 领域 (Peng et al, 1991)。 众 多 
的 研究 资料 显示 : 树 购 除 在 病毒 性 肝炎 、 上 肝 细 胞 























6 5 物 学 研究 3215 


表 1 野生 组 树 哆 常用 生化 及 血 常 规 指 标 检测 结果 


Tab. 1 Biochemical and hematological index values of wild tree shrews 





















































































































































































































































































































































检测 项 目 (单位 ) 性 别 例 数 中 位 数 四 分 位 数 算术 平均 值 标准 差 
Item (unit) Gender Num. Medium Qr Qu Mean SD 
肌 酸 激酶 CK (U/L) 惟 雄 合并 48 986.00 647.00 1211.00 980 383 
乳酸 脱氧 酶 LDH (U/L) EMER IE 52 1217.00 823.00 1530.00 1218 466 
天 门 冬 氮 酸 氟 基 转移 酶 AST (U/L) 惟 雄 合 并 49 201.00 152.00 237.50 198.4 60.1 
丙 氨 酸 氮 基 转移 酶 ALT (U/L) 惟 雄 合并 49 67.00 46.50 95.50 73.6 36.6 
碱 性 磷酸 酶 AKP (U/L) 惟 雄 合 并 49 106.00 84.00 141.50 116.2 47.9 
六- 谷 氮 酰 腕 转氨酶 Y GT (U/L) 惟 雄 合并 49 9.00 6.00 15.50 一 一 
总 胆 红 素 TBIL (pmol/L) 惟 雄 合并 50 0.70 0.30 1.10 一 一 
总 胆汁 酸 TBA (umol/L) 惟 雄 合并 52 20.00 12.10 32.60 一 一 
低 密度 脂 蛋 白 胆固醇 LDL-C (mmol/L) 惟 雄 合并 50 0.46 0.33 0.56 0.46 0.15 
葡萄 糖 GLU (mmol/L) 惟 雄 合并 48 5.20 3.60 7.35 5.46 2.51 
果糖 胺 FRUC (mol/L) EHE JE 53 379.00 322.50 426.50 371.7 73.6 
尿素 氮 BUN (mmol/L) 惟 雄 合并 48 5.95 4.13 7.60 一 一 
用 钙 蛋白 I CTNI (ng/mL) 惟 雄 合并 52 4.01 2.10 6.20 一 一 
空腹 C 肽 CP-K (ng/mL) 惟 雄 合并 50 0.74 0.36 1.46 一 — 
细胞 计数 WBC (10E9/L) 惟 雄 合 并 44 0.63 0.40 1.04 0.72 0.43 
红 蛋 白 HGB (g/L) EMER IE 49 137.00 99.00 147.00 一 一 
小 板 计数 PLT (10E9/L) 惟 雄 合并 48 621.50 537.80 757.50 640.9 163.1 
性 22 61.00 58.00 65.00 62.3 5.2 
总 蛋白 TP (g/L) 
26 51.50 45.80 61.80 51.4 12.9 
性 24 28.50 27.00 31.00 28.5 3.3 
蛋白 ALB (g/L) i 
雄性 26 23.00 20.00 27.50 23.3 6.0 
性 27 33.00 29.00 38.00 33.6 6.8 
EREA GLOB (g/L) : 
雄性 26 27.50 23.80 33.30 28.1 7.6 
. " EHE 26 2.40 2.20 2.73 2.45 0.43 
总 胆固醇 CHOL (mmol/L) 
26 2.00 1.40 2.30 1.88 0.60 
性 27 0.63 0.49 0.98 0.73 0.33 
甘油 三 酯 TG (mmol/L) 
雄性 26 0.51 0.16 0.77 0.52 0.35 
ae Nu 性 27 1.23 1.08 1.44 1.24 0.23 
高 密度 脂 蛋 白 胆 固 醇 HDL-C (mmol/L) 
26 1.08 0.72 1.31 0.99 0.38 
EHE 24 4.34 3.98 4.55 一 - 一 
糖化 血红 蛋白 AlC% HBAIC% (%) 
雄性 22 4.05 3.77 4.12 一 一 
性 25 17.00 14.00 19.00 17.0 3.1 
LHF CREA (mol/L) i 
雄性 24 14.00 12.00 15.00 一 一 
性 27 0.43 0.40 0.46 0.43 0.04 
C 反应 蛋白 CRP (mg/L) 
26 0.40 0.37 0.43 一 一 
EHE 21 7.85 7.37 8.44 7.93 0.59 
红细胞 计数 RBC (10E12/L) 
雄性 25 7.35 5.24 9.02 6.97 2.15 
表 中 “一 ”为 因 对 应 项 目 呈 非 正 态 分布 产 生 的 统计 缺 省 值 (The hyphens in the Table are missing values). 























AKP: Alkaline phosphatase; ALB: Albumin; ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; BUN: Urea nitrogen; CHOL: Total cholesterol; 
CK: Creatine kinase; CP-K: Fasting C peptide; CREA: Creatinine; CRP: C-reactive protein; CTNI: Troponin I; FRUC: Fructosamine; GLOB: Globulin; GLU: 
Glucose; HBA1C%: Glycosylated hemoglobin A1%; HDL-C: High-density lipoprotein cholesterol; HGB: Hemoglobin; LDH: Lactate dehydrogenase; LDL-C: 
Low-density lipoprotein cholesterol; PLT: Platelet count; RBC: Red blood cell count; TBA: Total bile acids; TBIL: Total bilirubin; TG: Triglyceride; TP: Total 
protein; WBC: White blood cell count; y-GT: y-glutamine transaminase. 





























































































































































































































































































































































































































1 期 马 旭 通 等 ， 野 生 和 人 工 繁育 树 网 部 分 生理 指标 检测 与 比较 7 
R2 ”人 工 繁育 组 树 购 常用 生化 及 血 常规 指标 检测 结果 
Tab.2 Biochemical and hematological index values of laboratory tree shrews 
检测 项 目 (单位 ) 性 别 例 数 中 位 数 四 分 位 数 算术 平均 值 标准 差 
Item (unit) Gender Num. Medium QL Qu Mean SD 
肌 酸 激酶 CK (U/L) EMEA IF 46 1449.00 961.00 1917.00 一 一 
K AARAA FE AST (U/L) EMEA IE 48 230.50 154.00 313.30 一 
丙 氨 酸 氨基 转移 酶 ALT (U/L) EMEA FE 48 83.50 46.00 121.80 一 ze 
碱 性 磷酸 酶 AKP (U/L) E 雄 合并 51 142.00 102.00 220.00 一 一 
Yy- 谷 氨 酰 胺 转氨酶 y-GT (U/L) EMER IE 50 4.00 3.00 7.00 一 一 
总 胆 红 素 TBIL (hmolD) EMER If 53 0.60 0.30 0.85 一 一 
总 胆汁 酸 TBA (umol/L) EMEA IE 51 15.60 7.90 27.60 一 一 
蛋白 ALB (g/L) EMEA SF 49 32.00 30.00 34.00 一 一 
总 胆固醇 CHOL (mmol/L) EME HF 50 2.40 2.00 2.90 2.39 0.63 
高 密度 脂 蛋 白 胆 固 醇 HDL-C (mmol/L) EMER IE 50 1.11 0.97 1.36 1.15 0.28 
低 密度 脂 蛋白 胆 国 醇 LDL-C (mmol/L) EMER IE 51 0.36 0.22 0.54 一 一 
葡萄 糖 GLU (mmol/L) EMEA FE 51 4.90 3.70 5.50 一 一 
果糖 胺 FRUC (umol/L) EMEA IE 50 393.50 364.00 444.80 402.9 58.8 
尿素 氮 BUN (mmol/L) E 雄 合并 48 8.80 7.63 10.95 一 一 
iff CREA (umol/L) EMER IE 49 15.00 13.00 18.50 15.8 3.7 
钙 蛋 白 ICTNI (ng/mL) EMER If 53 5.94 3.50 10.74 一 一 
C 反应 蛋白 CRP (mg/L) EMER IE 53 0.42 0.39 0.44 0.42 0.04 
细胞 计数 WBC (10E9/L) EMER IE 49 0.34 0.25 0.66 一 一 
红细胞 计数 RBC (10E12/L) EMEA JF 47 7.94 7.33 8.68 7.99 0.92 
红 蛋 白 HGB (g/L) EMER IE 47 148.00 136.00 162.00 149.2 15.5 
小 板 计 数 PLT (10E9/L) EHE IE 51 587.00 479.00 661.00 565.6 153.5 
"S 性 26 1530.00 762.00 2107.00 1438 699 
乳酸 脱氧 酶 LDH (U/L) 
雄性 25 947.00 715.00 1266.00 一 一 
M 性 25 69.00 66.50 72.50 69.2 4.1 
总 蛋白 TP (g/L) 
雄性 23 65.00 62.00 69.00 65.0 5.9 
性 26 37.00 35.00 39.30 36.8 3.1 
球 蛋白 GLOB (g/D) 
雄性 25 32.00 28.00 37.00 32.0 5.9 
性 22 0.52 0.44 0.56 0.51 0.10 
甘油 三 酯 TG (mmol/L) 
雄性 28 0.43 0.32 0.54 0.40 0.19 
B EHE 25 4.53 4.31 4.81 4.56 0.30 
糖化 血红 蛋白 AlC% HBAIC% (%) 
雄性 25 4.22 4.00 4.48 4.22 0.31 
性 24 1.03 0.54 1.66 1.14 0.86 
空腹 C Hk CP-K (ng/mL) - 
雄性 24 0.35 0.12 0.86 一 一 
KP “一 ”为 因 对 应 项 目 呈 非 正 态 分 布 产 生 的 统计 缺 省 值 ; 英文 缩写 同 表 1 (The hyphens in the table are missing values; the abbreviations are the same 
with Tab. 1). 
癌 、 近 视 及 心理 社会 应 急 等 人 类 疾病 的 实验 研究 活 。” ”驯养 繁殖 等 基础 研究 工作 也 受到 了 进一步 的 关注 
AP, 表现 出 了 其 他 实验 动物 所 没有 的 优良 品 性 ””(Jiao et al, 2009)。 有 关中 缅 树 鸯 在 实验 室 驯化 过 程 
(Cao et al, 2003) 以 外 ,还 被 广泛 应 用 于 代谢 性 疾病 中 所 发 生 的 体重 、 颅 长 、 体 长 、 尾 长 等 基本 体 尺 指 


(Liu et al, 2010; Meng et al, 2005)、 药 物 毒 




















HE (Yu et 


al, 2004) 及 神经 生理 学 (Keuker et al, 2004) 等 领 
域 的 实验 研究 工作 。 


在 应 









































领域 日 益 发 展 的 同时 ， 实 验 树 哆 的 人 工 























标的 变化 , 己见 对 比 研究 报道 (Yu et al, 2002)。 本 


实验 拟 在 同等 实验 条 
育 组 两 组 树 哆 部 分 生 3 








牛 下 ， 



































诊断 学 的 角度 探讨 树 购 在 | 











通过 对 野生 


日 和 人 工 繁 











理 指标 检测 值 的 比较 ， 从 实验 
野生 到 实验 室 繁育 这 





8 


动 物 学 


一 种 群 变化 过 程 中 所 发 生 的 生理 改变 ， 同时 对 一 些 








诊断 效能 优 有 E 








的 临床 检测 项 





对 本 次 实验 检测 的 
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结果 分 析 显 示 : 与 野生 组 相 
比较 ， 人 工 繁育 组 的 总 体 变化 趋势 是 生理 指标 在 性 

















研 究 
































糖 状 态 应 





者 。 由 此 可 以 基本 判断 采样 时 部 分 树 购 个 体 的 高 
属于 一 过 性 
喝 生 理 水 平 的 真实 反映 。 而 人 工 繁 育 组 

































































的 分 布 情况 ,也 从 另 一 个 侧面 支持 这 一 判 























32 卷 
的 应 激 性 血糖 升 高 ， 而 不 是 树 
糖 检测 值 

IT o 











新 的 能 更 灵敏 、 更 特异 、 更 稳定 地 反映 机 体 生 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































别 间 差异 缩小 及 在 个 体 间 离 散 程度 降低 。 而 与 这 种 ”” 理 病理 变化 的 检测 指标 的 引入 和 尝试 , 是 本 次 实验 
趋势 不 一 致 的 项 目 主要 集中 在 反映 肝脏 功能 及 心 ”研究 的 目的 之 一 。 本 次 实验 对 血 常规 、 肝 肾 功 能 
肌 情 况 的 项 目 上 。 这 些 项 目 表现 出 了 一 定 程 度 的 平 ”” 糖 、 脂 代谢 、 心 肌 标志 物 、 肿 瘤 标 志 物 、 和 急性 时 相 
均值 上 升 和 个 体 离散 程度 扩大 。 这 一 变化 趋势 与 人 ”反应 蛋白 等 检测 指标 进行 了 较为 广泛 的 尝试 。 其 中 ， 
工 饲养 营养 条 件 之 间 的 关系 及 其 影响 应 引起 更 多 ”前 白 蛋 白 、 癌 胚 抗原 、 甲 胎 和 蛋白、 胰岛 素 检测 值 大 
的 关注 。 多 低 于 检测 系统 的 检测 下 限 , 而 肌 红 蛋白 检测 值 远 
ac A 个 突出 变化 是 血液 葡萄 高 于 人 类 正常 值 力 至 病理 值 ， 且 近 一 半 高 于 系统 的 
糖分 布 。 Bn M OU. 检测 上 限 。 与 检索 到 的 文献 比较 ， 
jen cS ere 》 别 是 : 14.9, 15.8. 162. 21.1. XÉT UBER. FLU. ANTR, muss EH 
和 23.4 mmol/L, 19 个 检测 样本 的 血糖 值 高 于 7.0 ”和 蛋白 胆固醇 、 低 密度 脂 重 ^n. SRA. BEL 
mmol/L. 野生 树 网 中 存在 个 体 空腹 血糖 水 平 较 高 的 红 和 蛋白 、C 肽 和 肌 钙 蛋白 工 在 正常 树 网 中 的 检测 
现象 早已 发 现 , Elliot & Wong (1969) 的 研究 推论 认 值 分 布 。 所 尝试 的 指标 在 临床 医学 中 均 得 到 了 广泛 
为 “高 的 血糖 值 也 许 不 一 定 表 明 树 网 中 的 糖尿 病 ， ”应 用 并 被 循 证 医学 证 明 有 具有 良好 的 临床 诊断 效能 
树 购 易 怒 的 秉性 也 许 是 由 于 血糖 升 高 所 致 "Peng et 。” 尽管 这 些 指 标 在 树 哆 动物 模型 中 的 应 用 尚 有 待 更 
al, 1991), 但 这 一 推测 一 直 未 得 到 进一步 的 实验 论 。 加 充分 的 研究 资料 加 以 伍 证 , 但 果糖 胺 和 糖化 血 
证 。 而 新 的 代表 机 体检 测 前 中 期 一 2 周 ) 及 长 期 ”和 蛋白 对 树 网 血糖 变化 的 甄别 作用 已 然 初步 显现 。 
(8 一 12 周 ) 血糖 水 平 的 果糖 胺 、 糖 化 血红 蛋白 指标 比较 分 析 中 同时 发 现 ， 
的 引入 ， 有 助 于 解释 这 一 现象 。 测 值 分 布 的 离散 趋势 较 大 ， 而 在 近期 的 同类 研究 报 
以 7.0 mmol/L 为 限 将 此 53 只 树 网 分 为 两 组 ， ” 告 中 也 存在 相似 的 情况 (Bai et al, 2009; Xie et al, 
其 葡萄 糖 代 谢 相 关 指 标的 比较 结果 见 表 3。 2007)， 本 组 数据 中 雌雄 合并 后 呈正 态 分 布 的 检测 
x3 葡萄 糖 代谢 相关 指标 比较 项 目 与 相似 报导 间 变 异 系数 的 比较 结果 见 表 4, K 50 
Tab.3 The comparison of glucose- metabolic indicators 离 散 趋 势 过 大 不 仅 BR Be al 到 样 本 均 数 的 代 
TO Pm RIE, 而 且 也 会 对 同 批 次 小 样本 动物 实验 结果 的 解 
Item (unit) Group (cases) Mean S.D. Plevel RET ORME DAA AHER IFI. ATTE EK a at Bn 
lw 14) XU. UB 部 分 生理 项 目 检测 值 离散 趋势 较 大 的 原因 ， 除 树 鹊 
FRUC (pmol/L) aay 3359 ea 0 的 个 体 差异 ,及 在 采样 过 程 中 由 于 较 强 的 应 激 反应 
ee 1G) — 4l5 — 035 特性 和 麻醉 程度 可 能 不 一 致 产生 的 干扰 外 , 检测 方 
AIC% HBAIC% (%) 2 (19) ake, ub OR 法 和 检测 过 程 带 来 的 影响 也 不 容 忽 视 。 就 检测 方法 
er 164 062 0.45" 而 言 ， 目 前 在 使 用 中 应 引起 注意 的 是 建立 在 抗原 抗 
CP-K (ng/mL) ji sie iaoa 体 反 应 基础 上 的 定量 检测 试验 。 





组 别 1 为 

















HHAS<7.0 mmol/L, 组 别 2 为 








33H 27.2 mmol/L. *: 该 组 




















数据 呈 非 


E 态 分 布 。 英 文 缩写 同 表 1。 


Group 1: the value of serum glucose are no more than 7.0 mmol/L, and 


group 2: no less than 7.2 mmol/L. * means non-normal distribution of the 


corresponding group. The abbreviations are the same with Tab. 1. 








表 3 显示 , C Bol 

















低 相 匹配 ， 








而 即刻 























的 变化 与 即刻 
糖 较 高 的 树 哆 在 检测 前 中 
及 长 期 的 血糖 水 平 并 不 高 于 同 组 即刻 血 


糖水 平 高 
其 
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并 木 


B 





抗原 抗体 反应 是 特异 性 结合 反应 ,在 无 相应 检 








测 抗 体 的 条 件 下 ， 可 以 借用 其 他 物种 的 抗体 , 但 作 








为 关键 试验 参数 的 交叉 程度 、 
因 没有 物种 特 
估 ， 其 结果 是 使 得 检测 结果 的 准确 性 
以 本 次 实验 


线性 等 大 多 














可 比 性 难 














以 保证 。 











反应 特异 性 、 灵敏度 
有 的 标准 品 而 未 得 到 评 
和 实验 室 间 的 
结果 为 例 ， 难 以 准确 

































































判断 与 人 类 同 


水 平 的 CH, 相去 
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目 检 测 值 分 布 接近 但 低 于 人 类 
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其 远 的 肌 红 和 蛋白 、 肌 馈 蛋 
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1 期 FY PGES: EMA TEAR Ba a AE B Fr 9] EEE 9 
表 4 ”野生 短期 饲养 组 树 购 与 Bai et al (2009) 结果 的 变异 系数 比较 
Tab. 4 The comparison of CV values between wild tree shrews and Bai et al (2009) 
本 文 文献 报道 Bai et al (2009) 
检测 项 目 (单位 ) This article Bai et al (2009) report u 值 P fü 
Item(Unit) 例 数 平均 值 ”变异 系数 (%) 例 数 平均 值 变异 系数 (%) uvalue P level 
Num. Mean CV (%) Num. Mean CV(%) 
天 门 冬 氨 酸 氨基 转移 酶 AST (U/L) 49 198.4 30.3 140 93.94 76.5 6.150 <0.01 
WARAH ALT (U/L) 49 73.6 49.7 140 30 102.0 4.236 <0.01 
葡萄 糖 GLU (mmol/L) 48 5.46 46.0 140 3.7 34.6 1.880 >0.05 
细胞 计数 WBC (10E9/L) 44 0.72 59.7 140 2.21 42.1 1.997 <0.05 
小 板 计数 PLT (10E9/L) 48 640.9 25.4 140 430.86 14.1 3.930 <0.01 
英文 缩写 同 表 1(The abbreviations are the same with Tab. 1)。 
表 5 ALS SARS Xie et al (2007) 结果 的 变异 系数 比较 
Tab.5 The comparison of CV values between laboratory tree shrews and Xie et al (2007) 
本 文 文献 报道 Xie et al (2007) 
检测 项 目 (单位 ) This article Xie et al (2007) report u (Ë P (ü 
Item (Unit) 例 数 平均 值 变异 系数 (%) 例 数 平均 值 变异 系数 (%) u value P level 
Num. Mean CV (%) Num. Mean CV (%) 
肌 栈 CREA (umol/L) 49 015.80 23.4 22 16.63 37.2 2.026 <0.05 
C 反应 蛋白 CRP (mg/L) 53 000.42 09.5 22 2.40 51.3 4.352 <0.01 
红细胞 计数 RBC (10E12/L) 47 007.99 11.5 22 8.19 09.3 1.205 >0.05 
红 和 蛋白 HGB (g/L) 47 149.20 10.4 22 155.00 09.4 0.567 >0.05 
小 板 计数 PLT (10E9/L) 51 565.60 274 22 450.17 14.5 3.457 «0.01 
英文 缩写 同 表 1(The abbreviations are the same with Tab. 1). 

















Je AS ZA BF) ELSI Sc; 再 如 树 哆 胰岛 素 的 检 
测 。 本 次 实验 采用 雅培 的 化 学 发 光 检 测 系 统 ， 胰岛 
素 检测 值 集中 分 布 于 系统 的 检测 下 限 (0.2 mU/L) 
ir, 而 Meng et al (2005) 采 用 放射 免疫 分 析 法 检测 
树 呈 空腹 血清 胰岛 素 水 平 , 正常 对 照 为 (4.2 土 0.8) 
mU/L。 此 水 平 仅 接近 于 人 类 正常 参考 范围 (6~25 
mU/L) 的 下 限 (Lü et al, 2004), 而 该 实验 组 树 哆 的 
糖水 平 与 人 类 正常 参考 范围 基本 一 致 ， 这 种 差异 
说 明 树 网 血清 胰岛 素 的 真实 水 平 问题 尚 有 待 于 对 
检测 方法 的 论证 与 确定 。 

即使 是 成 熟 的 检测 技术 , 在 检测 过 程 中 也 会 发 
































































































































































































































因此 ， 有 理由 认为 在 本 次 检测 中 ,白细胞 计数 出 现 


了 明显 的 系统 误差 。 这 类 误差 同样 也 可 能 存在 于 基 











于 同一 检测 原理 的 








他 检测 项 目 中 。 








检测 方法 和 检测 过 程 中 类 似 误差 对 实验 结果 


解释 的 不 利之 处 ， 不 仅 在 于 会 使 不 同 实验 室 间 的 结 
难以 比较 ; 而 且 更 为 不 利 的 是 可 能 会 模糊 或 掩盖 
不 同 处 理 组 别 之 间 的 差距 ， 从 而 
而 要 识别 和 控制 实验 检测 中 潜在 




















果 
同一 批 次 实验 ， 
致 结果 判断 失真 。 








的 类 似 误 差 ， 则 需要 


具有 反应 一 致 性 的 校 


综 上 所 述 , 实验 树 秽 的 














生 较 大 的 偏差 , 进而 影响 到 对 实验 结果 的 判断 。 在 
本 次 实验 检测 中 ,白细胞 计数 检测 值 低 于 Xie et al 
(2007) 使 用 同一 型 号 检测 设备 的 报道 ; 而 Xie et al 
(2007) 的 结果 与 Bai et al (2009) 的 相似 ， 且 两 者 丝 接 
ifr Zou et al (1983) 的 研究 结果 。 从 方法 学 角度 分 析 ， 
分 如 金 等 使 用 的 显微镜 计数 方法 的 可 靠 性 要 优 于 
基于 电阻 法 测定 、 光 电信 和 号 转换 的 自动 计数 方法 。 
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采 间 的 可 比 性 要 求 将 





会 有 效 地 减低 树 网 个 体 间 
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^y 








与 检测 项 目 对 应 ， 与 检测 样本 
准 品 及 质 控 物 。 
发 利用 已 经 进入 了 一 


新 的 发 展 时 期 。 随 着 实验 树 哆 在 人 类 疾病 动物 模 
型 领域 的 广泛 应 用 ,对 实验 结果 的 重 现 性 ,实验 结 
逐步 提高 。 树 哆 的 全 








[繁育 将 














果 的 可 比 性 。 与 此 同 


时 ,开发 与 疾 





的 变异 程度 ,提高 实验 结 
元 模型 动物 相 适 


应 的 检测 方法 ， 寻 找 更 稳定 的 、 诊 断 效 能 更 佳 的 检 
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活动 的 需求 ,开发 适用 于 实验 
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树 哆 的 基准 物质 和 质 控 品 ， 对 现 有 检测 方法 的 可 利 
性 和 可 信和 度 加 以 评 佑 ， 以 保障 实验 结果 的 准确 度 
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和 精密 度 ， 这 也 是 实验 树 哆 标准 化 建设 工作 中 不 可 
或 缺 的 有 机 组 成 部 分 。 
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摘要 : 中 缅 树 网 作为 一 种 新 型 实验 动物 ,在 医学 生物 学 上 , 尤其 是 病毒 学 方面 的 应 用 受到 越 来 越 多 的 重视 。 

实验 动物 自身 病毒 感染 会 影响 动物 健康 和 干扰 实验 结果 ,甚至 危害 实验 人 员 生 命 安全 。 所 以 ,实验 动物 病毒 检测 
一 直 是 动物 质量 控制 的 重要 部 分 。 中 缅 树 网 研究 迄今 缺乏 清晰 的 病毒 自然 感染 资料 。 为 调查 中 缅 树 欧 的 病毒 感染 
状况 ,采集 野生 俘获 和 人 工 繁殖 的 中 缅 树 萄 血清 样本 272 份 ,全 部 血清 样本 通过 ELISA 方 法 对 乙 型 肝炎 病毒 (HBV) 
表面 抗原 ， 丙 型 肝炎 病毒 (HCV) 总 抗体 ,以 及 成 型 肝炎 病毒 (HEV)、 腺 病毒 (ADV)、 单 纯 疱疹 病毒 1 型 (HSV-1) 和 2 
型 (HSV-2) 的 IgG 抗体 进行 了 检测 。 结 果 表 明 ，ELISA Hifi HBV 表面 抗原 有 3 份 阳性 样本 , 但 通过 乙 型 肝炎 两 对 
半 定 量 检测 进一步 确认 为 阴性 ; 抗 HCV 抗体 和 抗 HEV、ADV、HSV-1 IgG 抗体 检测 均 为 阴性 ; 抗 HSV-2 IgG 检 
WA 1 份 阳 性 样本 。 提 示 仅 抗原 或 抗体 血清 学 指标 检测 树 网 肝炎 结果 并 不 能 反应 个 体 携带 病毒 的 状态 ,应 该 再 进 
行 病毒 学 指标 确认 。 同 时 建议 中 缅 树 欧 繁殖 群 应 进行 HSV-2 的 筛选 ， 以 便 杜 绝 和 控制 该 病毒 的 感染 。 
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Sero-epidemiology of six viruses natural infection 
in Tupaia belangeri chinensis 


HAN Jian-Bao', ZHANG Gao-Hong', DUAN Yong’, MA Jian-Ping" *, ZHANG Xi-He" 4, 
LUO Rong-Hua!, LU Long-Bao?, ZHENG Yong-Tang ^" 


(1. Key Laboratory of Animal Models and Human Diseases Mechanism of the Chinese Academy of Sciences and Yunnan Province, Kunming Institute of 
Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming Yunnan 650223, China; 2. The First Affiliated Hospital of Kunming Medical College, Kunming 
Yunnan 650032, China; 3. Kunming Primate Research Center of the Chinese Academy of Sciences, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy 
of Sciences, Kunming Yunnan 650223, China; 4. Graduate University of the Chinese Academy Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: Tupaia (Tupaia belangeris chinensis, tree shrew) as a new experiment animal in medicine are non-rodent, 
small animals and close to primates in evolution. Experimental animals infected with viruses will affect the animal’s 
health, interference experiment, and even endanger the operator’s safety. Therefore, the viral infection in experimental 
animals has long been considered an important part of quality control. Lack of clearer viral natural infection information 
on the T. belangeris limits its use. Six viruses infection in 272 wild capture and artificial breeding Tupaia were 
investigated in this study. All serum samples were detected for the hepatitis B virus surface antigen, the total antibodies of 
HCV, hepatitis E virus (HEV), adenovirus (ADV), herpes simplex virus type 1 (HSV-1) and herpes simplex virus type 2 
(HSV-2) by ELISA. The results showed that anti-HCV antibody and anti-HEV, ADV, HSV-1 IgG antibodies were 
negative, only one sample was positive of anti-HSV-2 IgG.. Three samples were positive in the primary ELISA detection 
of HBV surface antigen, but two pairs of semi-quantitative detection of hepatitis B and further recognized as negative. 
The results implied that antigen or antibody-positive results appeared in the hepatitis serological test is not accurate 
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enough and confirmation by other virological indicators is necessary. Tupaia breeding herd should be screened for HSV-2 


in order to prevent and control the virus infection. 


Key words: Tree shrew; Tupaia; Natural infection; Virus; Serum; Epidemiology 











ii PS (Tupaia belangeri aie nil 
H (Scandentia) P] i] F} (Tupaiidae), Æ — FRE KK T 3A 
带 和 亚热带 地 区 的 小 型 动物 ， 其 分 布 从 马 来 半 岛 北 
部 一 直 延 伸 到 我 国 的 南部 和 西南 部 以 及 喜马拉雅 
山区 ,是 东南 亚 树 哆 分 布 最 北 的 一 个 种 。 我 国 南部 
和 西南 很 可 能 是 树 哆 分 布 的 北 限 (Peng et al, 
1991)。 中 缅 树 购 主要 分 布 在 云南 、 四 川西 南部 、 西 
藏 东南 部 、 贵 州 、 广 西 和 海南 等 地 区 。 树 哆 具有 繁 
殖 快 、 体 型 小 、 饲 养 成 本 低 、 进 化 程度 高 等 特点 
(Chen et al, 2008; Zhang & Ben, 2001; Li et al, 2009), 
在 生理 机 能 、 生 化 代谢 和 基因 组 方面 与 人 类 具有 一 
定 的 相似 性 ,， 且 远 高 于 大 鼠 、 小 鼠 、 犬 等 实验 动物 
(Wang & Li, 2010)， 曾 被 认为 是 低 等 的 灵 长 类 动物 。 
因此 ， 树 网 具有 比 灵 长 类 动物 更 适合 大 规模 应 用 的 
优势 ， 其 模式 动物 的 创制 、 资 源 推 广 和 疾病 模型 的 
建立 对 研究 人 类 疾病 及 新 药 研发 具有 极其 重要 的 
价值 。 

Fl 20 世纪 80 年 代 以 来 , 树 哆 被 广泛 用 于 人 类 
病毒 感染 性 疾病 的 实验 动物 模型 研究 。 乙 型 肝炎 病 
HR (hepatitis B virus，HBV) 、 两 型 肝炎 病毒 
(hepatitis C virus, HCV)、 戊 型 肝炎 病毒 (hepatitis E 
virus，HEV)、 单 纯 疱 疹 病 毒 1 型 (herpes simplex 
virus type 1, HSV-1 )、 单 纯 疱 疹 病 毒 2 型 (herpes 
simplex virus type 2, HSV-2)、 腺 病毒 (adenovirus, 
ADV) 等 多 种 人 类 病毒 能 感染 树 网 ,可 能 是 感染 性 
疾病 的 潜在 重要 模型 动物 (Zhang & Ben, 2001; Ben, 
1997; Yang et al, 2005; Amako et al, 2010)。 虽 然 , 树 
岗 的 人 工 饲 养 和 繁殖 已 有 30 多 年 历史 ,但 迄今 为 
止 仍 未 建立 纯 种 品系 ， 且 病毒 携带 、 生 理 生 化 、 遗 
传 背 景 等 相关 的 基础 生物 学 和 重要 生物 学 特性 的 
数据 仍然 比较 缺乏 , 同时 也 缺乏 可 用 于 树 秽 研究 的 
相关 试剂 ， 使 得 基于 树 网 的 动物 模型 研究 工作 缺少 
深度 和 广度 , 在 一 定 程度 上 影响 了 试验 结果 的 分 
析 。 为 了 较 全 面 地 了 解 野 生 和 人 工 饲 养 树 网 的 自然 
病毒 感染 情况 ,为 树 网 实验 动物 的 模式 化 、 标 准 化 
及 建立 感染 性 疾病 树 欧 动物 模型 研究 黄 定 基础 ,本 
研究 对 272 只 野生 和 人 工 饲 养 繁殖 的 中 缅 树 鸯 自然 
感染 6 种 病毒 情况 进行 了 血清 学 调查 。 

















































































































































































































































































































































































































1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 样本 来 源 

272 只 中 缅 树 网 血样 来 自 中 国 科 学 院 昆明 动物 
研究 所 中 国 科学 院 灵 长 类 研究 中 心 , 其 中 野生 中 缅 
BIRER 200 份 ,5 一 8 月 龄 繁殖 群 子 一 代 样 本 72 
份 。 通 过 股 动 、 静 肪 采集 无 抗 凝血 1.0 mL/ 只 (Sun et 
al, 2009; Chen et al, 2009), 制备 检测 血清 。 
1.1.2 ”检测 试剂 盒 

乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 (HBsAg) 诊 断 试剂 盒 ， 
批号 为 201007031; 丙 型 肝炎 病毒 抗体 (Anti-HCV 
antibodies) 诊 断 试剂 盒 ， 批 号 为 201007031; AHF 
炎 病 毒 IgG 抗体 (Anti-HEV IgG antibodies) 诊 断 试 
HA, HSA 201005011, 均 为 上 海 科 华 生物 工程 
有 限 公司 产品 。 

单纯 疱疹 1 型 病毒 IgG ELISA 试剂 盒 , 批号 为 
20101102 和 20101125; 单纯 疱疹 2 型 病毒 IgG 
ELISA 试剂 盒 ， 批号 为 20101125; 腺 病毒 IgG 
ELISA 试剂 盒 , 批号 为 20101102 和 20101125, 均 为 
北京 四 正 柏 生物 科技 有 限 公 司 产品 。 
12 方法 

试验 方法 及 结果 判定 均 按照 试 认 


2 结果 与 讨论 


有 研究 报道 ， 多 种 人 类 病毒 可 接种 感染 中 缅 树 
M ERE, 用 中 缅 树 网 实验 感染 HBV 的 研究 起 步 
于 20 世纪 80 年 代 ， 肝 炎 病 毒 实验 感染 中 缅 树 购 目 
前 是 研究 人 员 进 一 步 研究 和 开发 该 模型 的 重要 
究 内 容 之 一 。 为 了 较 全 面 地 了 解 野生 和 人 工 饲养 树 
一 的 自然 病毒 感染 情况 , 为 建立 病毒 感染 性 疾病 树 
欧 动 物 模型 研究 莫 定 基础 , 我 们 对 野生 和 人 工 饲 养 
子 一 代 中 缅 树 网 可 能 流行 的 6 种 病毒 感染 进行 了 
清流 行 病 学 调查 。 
21 肝炎 病毒 的 检测 
对 中 缅 树 网 自然 携带 肝炎 病毒 状况 的 研究 ,将 
有 利于 树 鹃 实验 动物 的 标准 化 、 树 哆 携带 的 肝炎 病 
毒 野 毒 株 与 人 类 肝炎 病毒 株 的 差异 比较 及 中 缅 树 
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哆 肝炎 动物 模型 的 建立 。 
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人 HBV 属 嗜 肝 DNA 病毒 科 正 嗜 肝 DNA 病毒 
属 。 黑 猩猩 对 HBV 非常 易 感 并 可 在 感染 后 出 现 类 



































似 人 乙 型 肝炎 的 疾病 , 是 HBV 最 理想 的 动物 模型 。 





HCV 属 黄 病毒 科 丙 型 肝炎 病毒 属 是 一 类 具 












有 包 





膜 结构 的 单 股 正 链 RNA 病毒 。 除 人 和 黑猩猩 是 
HCV 自然 宿主 外 ， 尚 未 发 现 其 它 自然 动物 对 HCV 
易 感 (Lanford et al, 1994)。 虽 然 有 利用 黑猩猩 、 猕 
猴 、 树 网、 转基因 鼠 ， 以 及 人 源 化 小 鼠 等 动物 作为 















































HCV 感染 模型 动物 的 而 



































Fi, 但 黑猩猩 仍然 是 目前 


惟一 理想 的 模型 动物 HEV 属 髓 状 病毒 科 戊 型 肝炎 
样 病毒 属 ,也 是 单 股 正 链 RNA 病毒 。 戊 型 肝炎 是 一 
PA BHO, 主要 为 羔 一 口 途 径 传播 。HEV 除 可 














感染 人 和 一 些 灵 长 类 动物 (HBR. BSE. WAE 
短 尾 猴 、 非 洲 绿 猴 、 黑 猩猩 等 ) 外 ,也 可 感染 猪 、 
鹿 等 其 他 动物 (Meng et al, 1997; Kabrane et al, 





1999; Breum et al, 2010 ) 。 





血清 中 HBsAg (hepatitis B virus surface antigen, 

















HBsAg) SH Ex HBV 感染 的 重要 标志 之 一 。 本 研究 








通过 上 海 科 华 生 物 工程 有 限 公 司 生 产 的 乙 型 肝炎 
病毒 表面 抗原 诊断 试剂 盒 检测 野生 群 (200 份 ) 和 子 



































一 代 (72 HS) 28 P tt 


=" 





清 样本 272 份 , 初 得 检测 出 








HBsAg 阳性 样本 3 份 , 阳性 率 为 1.10%(3/272), 其 
中 野生 群 样本 2 tt, 子 一 代 样 本 1 份 ( 表 1). Li et al 
(1995) 曾 报道 48 只 野生 树 网 检 出 6 只 HBsAg 阳性 ， 
































检测 项 





















































阳性 率 为 12.5%， 高 于 我 们 的 检测 结果 。 然 而 , 我 们 
进一步 对 ELISA 检测 阳性 的 3 份 样本 进行 了 乙 型 肝 
炎 两 对 半 检 测 确证 , 确证 结果 却 发 现 3 份 阳性 样本 
的 5 项 HBV 指标 均 为 阴性 , 定量 检测 中 只 发 现 野 生 
群 中 有 1 份 样本 的 HBsAb 量 为 10.82 mIU/mL( 表 2)， 
高 于 正常 参考 范围 0 一 10 mIU/mL， 由 此 分 析 认 为 
这 只 野生 中 缅 树 移 可 能 有 既往 乙 型 肝炎 病毒 感 
RE 
对 野生 群 和 子 一 代 中 缅 树 购 180 份 血 清 样本 进 
行 丙 型 肝炎 病毒 总 抗体 检测 ， 发 现 180 份 样本 检测 
结果 均 为 阴性 ( 表 3). 

对 野生 群 和 子 一 代 中 缅 树 网 180 份 血清 样本 进 
行 友 型 肝炎 病毒 IgG 抗体 检测 ， 发 现 180 份 样本 检 
测 结 果 均 为 阴性 ， 可 以 初步 判断 该 180 K P ROBES 
体内 无 HEV 感染 ( 表 4)。 

R1 ， 树 网 血清 中 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 检测 
Tab.1 The screening of hepatitis B virus surface 
antigen in Tupaia serum 


群体 性 别 ”样本 数 ( 份 ) ”阳性 数 ( 份 ) ”阳性 率 (%) 


































































































































































































Group Sex Sample size Positive size ^ Positive rate 
野生 群 9 130 1 0.77 (1/130) 
Wild group 8 70 1 1.43 (1/70) 
TAR Q 24 0 0 (0/24) 
First filial 
generation 3 48 1 2.08 (1/48) 
& 计 9 154 1 0.65 (1/154) 
Total 3 


118 2 1.69 (2/118) 


表 2， 树 网 血清 中 HBV 定量 与 定性 检测 结果 比较 
Tab. 2 Comparison of qualitative and quantitative detection of HBV in Tupaia serum 





Test item HBsAg (ng/mL) HBsAb (Miu/mL) 

0075 ELISA 3.589/+ NA 

定量 0/- 10.82/+ 
0051 ELISA 2.482/+ NA 

定性 0.295/- 1.514/- 
0105 ELISA 4.113/+ NA 

定性 0.171/- 0.143/- 
0090 ELISA 1.730/- NA 

定性 0.124/ 0.200/ 


HBeAg (PEI U/mL) HBeAb (PEI U/mL) HBcAb (PEI U/mL) 

NA NA NA 
0/- 0.04/- 0.38/- 
NA NA NA 

0.162/- 2.180/- 2.265/- 
NA NA NA 

0.029/- 2.134/- 2.056/- 
NA NA NA 

0.114/- 2.244/- 1.844/- 


HBsAg: 乙肝 表面 抗原 ; HBsAb: 乙肝 表面 抗体 ; HBeAg: 乙肝 e 抗 原 ; HBeAb: 乙肝 ee 抗体; HBcAb: 乙肝 c 抗 体 。 定 量 参考 值 ; HBsAg (ng/mL): 
0.00— 0.50; HBsAb (Miu/mL): 0—10; HBeAg (PEI U/mL): 0—0.5; HBeAb (PEI U/mL): 0 一 0.02; HBcAb (PEI U/mL): 0 一 -0.9; NA: no assay. 












































由 于 本 研究 所 使 用 的 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 、 





两 型 肝炎 病毒 总 抗体 和 成 型 肝炎 病毒 IgG 抗体 检测 
试剂 均 为 人 源 性 病毒 检测 试剂 盒 ， 本 文 研究 结果 可 





























能 提示 : 1) 树 哆 在 自然 环境 下 不 感染 人 的 乙 型 肝炎 


病毒 、 两 型 肝炎 病毒 和 戊 型 肝炎 病毒 ; 2) PAA AY 
炎 病 毒 不 同 于 人 的 肝炎 病毒 , 有 较 大 的 差异 和 同 源 
性 小 ; 3) 人 和 树 网 的 抗体 之 间 无 或 具有 弱 的 交叉 反 
应 性 
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表 3 MMA Pin HCV 抗体 检测 
Tab.3 Detection of anti-HCV antibody in Tupaia serum 








群体 性 别 PEAR ( 份 ) 阳性 数 (03) 阳性 率 (%) 阴性 数 ( 份 ) 阴性 率 (96) 
Group Sex Sample size Positive size Positive rate Negative size Negative rate 
野生 群 9 55 0 0 (0/55) 55 100 (55/55) 

Wild group 8 53 0 0 (0/53) 53 100 (53/53) 
Y—R 9 24 0 0 (0/24) 24 100 (24/24) 
First filial 
generation 3 48 0 0 (0/48) 48 100 (48/48) 
合 计 9 79 0 0 (0/79) 79 100 (79/79) 
Total 3 101 0 0 (0/101) 101 100 (101/101) 


RA MM Pin HEV IgG 抗体 检测 
Tab.4 Detection of anti-HCV IgG antibody in Tupaia serum 


表 5 WOM Pit HSV-1 IgG 抗体 检测 
Tab.5 Detection of anti-HSV-1 IgG antibody in Tupaia serum 











群体 TEX) 样本 数 ( 份 ) ”阳性 数 ( 份 ) ”阳性 率 (%) 群体 性 别 “样本 数 ( 份 ) ”阳性 数 ( 份 ) 阳性 率 (%) 
Group Sex Sample size Positive size Positive rate Group Sex Sample size Positive size ^ Positive rate 
野生 群 g 55 0 0 (0/55) 野生 群 9 130 0 0 (0/130) 
Wild group 3 53 0 0 (0/53) Wild group 8 70 0 0 (0/70) 
子 一 代 9 24 0 0 (0/24) To 9 24 9 04022) 
First filial First filial 
generation 3 48 0 0 (0/48) generation 3 48 0 0 (0/48) 
& d 9 79 0 0 (0/79) & 计 9 154 0 0 (0/154) 
Total d 101 0 0 (0/101) Total 3 118 0 0 (0/118) 


2.2 ”单纯 疱疹 病毒 检测 
单纯 疱疹 病毒 (HSV) 属 疱疹 病毒 科 单纯 疱疹 病 
毒 属 。HSV 可 分 为 HSV-1 和 HSV-2。 HSV-1 主要 
引起 腰 以 上 ( 非 生 殖 器 ) 感 染 ， 如 疱疹 性 脑 炎 、 脑 膜 
炎 、 和 角膜 炎 、 层 疱疹 等 ; 而 HSV-2 主要 则 与 腰 以 下 
(生殖 器 ) 感 染 有 关 ， 如 新 生 儿 疱疹 和 生殖 器 疱疹 。 
HSV 感染 后 病原 不 能 彻底 清除 ,病毒 可 潜伏 在 神经 
^S, 随时 可 被 激活 。HSYV 感染 在 一 定 程度 上 将 影响 
模型 的 实验 结果 。 家 免 、 小 鼠 和 豚鼠 是 最 常用 的 
HSV 易 感 动物 。 

本 研究 对 野生 群 和 子 一 代 中 缅 树 网 272 份 血 清 
样本 进行 HSV-1 IgG 抗体 检测 ,结果 显示 均 为 阴性 ， 
初步 判断 272 RP apr AC HSV-1 感染 ( 表 5)。 对 
野生 群 和 子 一 代 中 缅 树 网 272 份 血 清 样本 进行 
HSV-2 IgG 抗体 检测 ， 结 果 显 示 野 生 群 有 1 份 血清 
样本 为 阳性 , 在 野生 群 中 阳性 率 为 0.50%, 在 检测 
样本 总 数 中 阳性 率 为 0.37%。 子 一 代 72 份 血清 样本 
均 为 阴性 。 从 性 别 角度 分 析 , 在 雄性 个 体 中 阳性 率 
为 1.43%， 雌 性 个 体 中 无 阳性 样本 ( 表 6)。 这 与 关 
于 树 购 感染 疱疹 病毒 属 病毒 的 报道 基本 相 吻 合 
(Darai & Matz, 1979; Mirkovic et al, 1970). 

Mirkovic et al (1970) 报道 ， 从 树 殊 肺 组 织 中 分 
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Ro MOMS Pin HSV-1 IgG 抗体 检测 
Tab.6 Detection of anti-HSV-2 IgG antibody in Tupaia serum 








群体 性 别 样本 数 ( 份 ) ”阳性 数 ( 份 ) 阳性 率 (%) 
Group Sex Sample size Positive size ^ Positive rate 
野生 群 9 130 0 0 (0/130) 
Wild group 70 1 1.43 (1/70) 
TAN 9 24 0 0 (0/24) 
First filial 
generation 3 48 0 0 (0/48) 
& 计 9 154 0 0 (0/154) 
Total 3 118 1 0.85 (1/118) 











离 到 第 1 PIA, HA THV-1 (Tupaia 
herpesvirus-1, THV-1)， 随 后 Darai & Matz (1979) 报 
道 ， 从 树 购 淋巴 肉瘤 中 分 离 到 THV-2 和 THV-3 两 株 
病毒 , 这 3 株 病 毒 DNA 有 很 大 的 相似 性 。 近 年 未 见 
关于 树 购 自然 感染 疱疹 病毒 属 病毒 的 报道 , 由 于 此 
次 检测 树 网 为 中 缅 树 购 ， 而 Darai & Matz (1979) 报 
道 分 离 到 THV-2 和 THV-3 两 株 病毒 的 树 欧 为 泰国 
引进 ， 从 地 域 分 布 可 以 推定 同属 中 缅 树 网 群体 。 本 
研究 采用 的 是 人 源 HSV-1 和 HSV-2 检测 试剂 盒 ， 可 
能 是 构成 调查 结果 阳性 率 偏 低 的 一 个 原因 。 遗 憾 的 
是 虽然 已 经 有 THYV 发 现 ， 且 做 了 较 深 入 人 研究, 但 是 
没有 THV 商业 开发 检测 试剂 盒 ， 构 成 树 购 属 HSV 
筛 查 困难 。 
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2.3 ” 腺 病毒 检测 
腺 病毒 (adenovirus，ADV) 属 腺 病毒 科 。 迄 今 为 





物 和 禽类 。 腺 病毒 可 引起 多 种 急性 





韩 建 保 等 : 











和 急性 眼 结膜 炎 、 
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等 。 Chen et al (1987) 报 道 ， 从 90 份 成 年 云南 树 购 大 
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性 样本 154 
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清 样 本 均 为 
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PE AW Jf 3 Fe RU 3 (EE Ay ES 
TAV(tupaia adenovirus, TAV), 4j 3| Ay #8) is] HIA 
Pfad Fe (6/19) 8128 18(1/1), H. 
TEM. X per EY ERENT Sa PT S] 





§ 样 本 进行 腺 病毒 IgG 抗体 检测 ， 其 
fy, MEPEREA 118 份 。 检 测 结果 显示 ， 
此 , 初步 判断 272 
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树 网 无 腺 病毒 感染 ( 表 7)。 此 次 ADV 检测 结果 与 


7 树 哆 血清 中 抗 ADV IgG 抗体 检测 
Tab.7 Detection of anti-HSV-2 IgG antibody in Tupaia serum 








然 感染 六 种 病毒 的 


清流 行 病 学 
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Chen et al (1987) 和 Wu et al (1990) 的 报道 差别 











较 大 ,可 能 最 主要 的 原因 




















们 实验 检测 采 














小 结 


2.4 


我 们 对 中 缅 树 欧 中 6 个 易 感 病毒 进行 了 出 








是 检测 样本 不 同 。 同 时 , 我 
的 是 人 源 ADV 检测 试剂 盒 ， 也 是 
构成 以 上 试验 结果 出 现 的 一 个 原因 。 
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调查 ( 表 8)。 结 果 表 明 : 272 4)" AMPA S ALTE AS 


HBV. HCV 和 HEV 检测 均 为 阴性 。 树 哆 
ELISA 初 筛 曾 检 出 HBsAg 阳性 样本 3 £5, 


























清 样本 
但 进一步 


对 该 3 份 阳 性 样本 进行 的 乙肝 两 对 半 检 测 发 现 5 项 








指标 均 为 
于 正常 范 
动物 模型 


要 辅 








围 。 
































以 病毒 核酸 指标 检 涡 
国内 外 学 者 在 树 赐 作为 
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探索 实验 , 树 哆 是 否 会 有 
肝炎 的 存在 及 其 带 毒 
个 重要 探索 方向 。 由 于 缺乏 树 网 的 实验 试剂 ， 一 般 





状况 必 将 成 为 


阴性 , 仅 1 份 野生 群 样本 的 HBsAb 的 量 高 
因此 ,我们 认为 在 利用 树 移 
时 , 仅仅 ELISA fiit HBsAg 是 不 够 的 ， 需 
|. 
肝炎 病毒 感染 模型 方面 的 
自发 肝炎 感染 ， 是 否 有 树 








作为 肝炎 


随 着 近年 来 越 来 越 多 的 




















究 者 的 一 








究 所 使 用 的 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 、 丙 型 肝炎 病 








































































































PE ATS py X KR M TERT, 性 率 (% ` Y N Je v Y sppl v x 
s fuels Pesce Pesce 毒 总 抗体 和 成型 肝炎 病毒 1gG 抗体 检测 试剂 均 为 人 
pin a Sample size Positive size Positive rate 
3 m x qum 源 性 病毒 检测 试剂 盒 ， 人 和 树 网 的 抗体 之 间 有 可 能 
Sus : » : aon 无 或 只 有 弱 的 交叉 反应 性 ， 导 致 灵敏 性 较 差 。 
sco : 3: ; aah cP Safi RETE AE He EA HSV-2 病毒 感染 ， 这 
First filial i 个 结果 和 前 人 的 报道 基本 一 致 (Darai & Matz, 1979; 
i 48 0 0 (0/48) 1 . M Pe 3 
PUE : a Mirkovic et al, 1970)。 试 验 中 可 根据 所 建 感 染 性 疾 
ae 154 0 0 (0/154) = uk . 
B B P ; in 病 动物 模型 需要 选择 性 盘查 HSV。 同 时 由 于 HSV 
SS 感染 率 较 高 ， 建 议 在 建立 树 哆 繁殖 群 时 应 进行 HSV 
表 8 中 缅 树 胸 6 种 病毒 自然 感染 检测 结果 汇总 表 
Tab.8 Summary of sero-epidemiology of six viruses infection in Tupaia belangeri 
样本 数 (03) 阳性 数 ( 份 ) 阳性 率 (%) 合 计 
病 N Sample size Positive size Positive rate Total 
RE 
yi UN 子 一 代 E 子 一 代 OPE 子 一 代 "€ 
"m M ERE First filial SERE First filial Wild First filial FH 性 数 ( 份 ) 阳 性 率 0%) 
ild group : Wild group : : Positive size Positive rate 
generation generation group generation 
HBV 0 0 0 
200 ie 9 (0/200) (0/72) 9 (0/272) 
HCV 0 0 0 
108 ic ? 9 (0/108) (0/72) ? (0/180) 
HEV 0 0 0 
Ts 2 9 4 (0/108) (0/72) 0 (0/180) 
HSV-1 0 0 0 
2m Me 9 9 (0/200) (0/72) 0 (0/272) 
HSV-2 0.50 0 0.37 
200 72 ! 9 (1/200) (0/72) ? (1/272) 
ADV 0 0 0 
209 e y 9 (0/200) (0/72) Q (0/272) 
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f e. 

JE T H ni Pa RIIT d bP TER, 无 商品 化 
FAL ER RT SR DU aA A, ARX t EE EAS HS] EHE IE A 
人 源 试 剂 盒 ， 根据 已 有 的 树 购 感染 病毒 报道 
(Mirkovic et al, 1970; Wu et al, 1990), 树 赐 自发 感染 
a ne i BEA — E ee, DR ESO 6] 
自发 感染 病毒 , dn GT CS GUAE Be RT DU VAEU on a 
MERIH- NEENA. 
通过 检测 6 个 已 知 易 感 病毒 在 野生 群 和 子 一 代 
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中 缅 树 网 中 的 自然 感染 情况 ， 了 解 它们 在 中 缅 树 网 
中 的 流行 情况 ,为 云南 产 中 缅 树 购 实验 动物 标准 化 
提供 了 参考 , 为 进 Ta FU ERAELUS At ay 
感染 性 疾病 动物 模型 研究 黄 定 了 基础 。 
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Abstract: Due to their special phylogenetic position in the Euarchontoglires and close affinity to primates, tree 
shrews have been proposed as an alternative experimental animal to primates in biomedical research. However, the 
population genetic structure of tree shrews has largely remained unknown and this has hindered the development of tree 
shrew breeding and selection. Here we sampled 80 Chinese tree shrews (Tupaia belangeri chinensis) in Kunming, China, 
and analyzed partial mtDNA control region sequence variation. Based on our samples and two published sequences from 
northern tree shrews (T. belangeri), we identified 29 substitutions in the mtDNA control region fragment (— 604 bp) 
across 82 individuals and defined 13 haplotypes. Seventeen samples were selected for sequencing of the cytochrome 5 
(Cyt b; 1134 bp) gene based on control region sequence variation and were analyzed in combination with 34 published 
sequences to solidify the phylogenetic pattern obtained from control region data. Overall, tree shrews from Kunming have 
high genetic diversity and present a remarkable long genetic distance to the two reported northern tree shrews outside China. 
Our results provide some caution when using tree shrews to establish animal models because of this apparent genetic 
difference. In addition, the high genetic diversity of Chinese tree shrews inhabiting Kunming suggests that systematic 
genetic investigations should be conducted before establishing an inbred strain for medical and biological research. 


Key words: Chinese tree shrews; mtDNA; Control region; Cytochorme 5; Genetic diversity 
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摘要 : 由 于 树 秽 是 灵 长 类 动物 的 近亲 , 且 具 有 体型 小 、 繁 殖 周 期 短 、 饲 养 管理 成 本 低 等 优点 , 长 期 以 来 被 认为 
有 望 替 代 灵 长 类 动物 用 于 人 类 疾病 的 动物 模型 研究 。 然 而 , 目前 对 树 欧 的 群体 遗传 结构 还 知之 甚 少 , 这 极 大 地 限制 
了 其 在 疾病 动物 模型 研究 的 应 用 , 也 是 其 品系 资源 创制 的 瓶颈 。 本 研究 通过 分 析 80 只 采 自 于 云南 省 昆明 周边 地 区 
的 野生 树 购 (Tupaia belangeri chinensis) 线粒体 DNA (mtDNA) 多 态 性 , 结合 国外 报道 的 2 个 树 购 (Tupaia belangeri) 
序列 比较 后 发 现 , 在 604 bp 的 mtDNA 控制 区 片段 中 共 检 测 到 29 个 核 音 酸 奉 代 变异 , 这 些 变异 共 界 定 了 13 种 单 倍 
型 , 表现 较 高 的 群体 遗传 多 样 度 。 另 外 , 昆明 地 区 的 树 鸥 与 国外 报道 的 2 个 树 网 间 存 在 较 大 的 遗传 分 化 , mtDNA 15: 
制 区 单 倍 型 之 间 的 核 背 酸 蔡 换 数 大 于 18 个 , 远 高 于 昆明 地 区 树 网 群体 内 部 不 同 单 倍 型 之 间 的 差异 。 选 择 含 有 代表 
性 的 mtDNA 控制 区 单 倍 型 的 17 个 昆明 地 区 树 秽 个 体 进一步 测定 了 细胞 色素 b 基因 片段 (1134 bp), 结合 前 人 报道 
的 数据 分 析 , 结果 进一步 支持 mtDNA 控制 区 数据 反映 的 遗传 格局 及 揭示 的 昆明 地 区 树 葛 与 国外 报道 树 网 之 间 的 
明显 差异 。 本 研究 结果 提示 , 昆明 地 区 树 葛 与 国外 树 网 之 间 存 在 较 大 遗传 差异 , 在 将 树 网 用 于 人 类 疾病 动物 模型 和 
究 中 要 注意 这 些 遗 传 差别 。 昆 明 城 郊 的 树 鞠 群体 具有 较 高 的 遗传 多 样 度 , 在 开展 近 交 系 建立 等 工作 时 须 考 虑 选取 
群体 内 部 具有 代表 性 的 mtDNA 世系 。 
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Tree shrews (Tupaia belangeri) are small mammals 
of a squirrel-like appearance formerly placed in the 
Primates order despite a lack of derived features 
characteristic of primate species (Sargis, 2004). It is 
currently placed in the family of Tupaiidae, Scandentia, 
which together with Dermoptera and Primates, form the 
group Euarchonta (Murphy et al, 2001; Helgen, 2005). 
Although the exact phylogenetic position of tree shrews 
remains resolved, this animal is still regarded as a close 
relative to primates (Nie et al, 2008; Peng et al, 1991; 
Seiffert et al, 2003). Given that tree shrews are easy to 
raise, cheap to maintain, have a high reproductive rate, 
small body size, and close affinity to primates, this 
animal may be an alternative to the use of primates in 
biomedical research. For example, tree shrews have been 
used in creating animal models for hepatitis B virus and 
hepatitis C virus infection (Amako et al, 2010; Cao et al, 
2003; Kóck et al, 2001; Ren & Nassal, 2001; Su, 1987; 
Xu et al, 2007; Yan et al, 1996). Tree shrews were also 
successfully used in the study of pathogenesis of human 
myopia and psychosocial stress diseases (Cao et al, 2003; 
Fuchs, 2005; Norton et al, 2006). In addition, tree shrews 
have the highest brain to body ratio of all mammals, 
including humans (Peng et al, 1991; Previc, 2009), which 
raises the possibility of investigating brain function and 
creating animal models for human neuro-degenerative 
diseases. 

There are four genera within the family Tupaiidae, 
consisting of Tupaia, Anathana, Urogale, and 
Dendrogale (Helgen, 2005). In genus Tupaia, a total of 
15 species are recognized and broadly distributed across 
Southeast Asia 
Philippines, Java, Borneo, Sumatra and Bali (Olson et al, 
2005; Peng et al, 1991). Chinese tree shrews (Tupaia 
belangeri) are distributed across southwest China. 


including southern China, India, 


According to geographical distribution and 
morphological characteristics, Wang (1987) proposed 
that Chinese tree shrews could be divided into six 
subspecies: Tupaia belangeri chinensis distributed in 
most of parts of Yunnan, Yun-Gui plateau, and 
southwest Sichuan; T. b. gaoligongensis distributed in 
central and north Gaoligong Mountain; T. b. modesta on 
Hainan Island; T. b. tonquinia distributed in southwest 
Guangxi; T. b. yaoshanensis distributed in northwest 


Guangxi; and T. b. yunalis distributed in central and 
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south Yunnan, northwest Guangxi and southwest 
Guizhou. Recently, Jia et al (2009) studied the 
morphometrics of the skull and mandible of T. b. 
chinensis collected in Luquan, Jianchuan, Lijiang, and 
Yunlong Counties of Yunnan and morphological 
differences between localities. In combination these 
studies suggest that Chinese tree shrews show regional 
differentiation. 

Despite growing attention and the strong potential 
of tree shrews as an animal model for human disease, 
scant biological data about these species have been 
collected, especially at the molecular level (Peng et al, 
1991). This deficit has constrained the utilization of tree 
shrews as an animal model in biomedical studies. 
Although the critical problem regarding laboratory 
breeding and domestication of wild tree shrews was 
solved more than two decades ago (Peng et al, 1991), an 
inbred strain of tree shrews has not been established 
because, among other factors, of a lack of genetic data. 

Here we aimed to analyze the genetic structure of 
tree shrews collected from urban Kunming, Yunnan, 
China to provide useful information to establish several 
inbreeding lines from these captured animals. We used 
mitochondrial DNA (mtDNA) as a genetic marker as it is 
useful in revealing the origin and demographic history 
and overall genetic diversity of domestic and wild 
species (He et al, 2008). 


1 Materials and Methods 


1.1 Sampling, DNA amplification and sequencing 

We collected ear or muscle tissue from 80 Chinese 
tree shrews (T. b. chinensis) inhabiting the suburb of 
Kunming, Yunnan, China. Animals were raised at the 
experimental animal core facility of the Kunming 
Institute of Zoology and procedures were approved by 
the Institutional Animal Care and Use Committee of the 
Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of 
Sciences. 

Genomic DNA was extracted from tissue samples 
using the standard phenol/chloroform method. A 
fragment with a size of 1488 bp that covers the entire 
mtDNA control region of Chinese tree shrews was 
amplified using primer pairs L15356: 5'-CTCAAGGAA 
GAAGAACAATA-3' / H50: 5'-TGTATGTTTATGGAG 
TCTATG-3'. Primers were named relative to their 


No. 1 


positions in the complete mtDNA sequence of northern 
tree shrew (GenBank accession number NC_002521). 
PCR amplification was performed in a volume of 50 uL 
reaction mixture containing 100 ng of DNA, 10 mmol/L 
Tris-HCl (pH 8.3), 2.5 mmol/L MgCl, 50 mmol/L KCl, 
10 pmol/L of each primer, and one unit of LA Taq 
polymerase (Takara, Dalian, China) following 35 cycles 
of 50 s at 94°C, 50 s at 55°C and 60 s at 72°C. The 
complete mitochondrial Cyt b gene was amplified and 
sequenced in 17 Chinese tree shrews representing 
different haplotypes as identified by mtDNA control 
region data. We used primer pair L14058: 5'- 
ACAAAAACACAATATAAGGCA -3 / H15298: 5'- 
CTCCGTTTCTGGTTTACAAG -3' to amplify the Cyt b 
gene, applying the same amplification conditions and 
procedures as used for mtDNA control region. PCR 
products were purified on spin columns and directly 
sequenced using Big Dye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) on 
an ABI 3730 DNA sequencer according to the 
manufacturer's manual. Two inner sequencing primers 
(H16093: 5-CAAGTTAAGTCCAGCTACAAT-3' for 
mtDNA control region; L15059: 5'-TCCCATTCCTT 
CACACGTC-3', for Cyt b gene) and primers L15356, 
L14058, 
sequencing of the analyzed region. The mtDNA 


and H15298 were used for overlapping 


sequences of Chinese tree shrew have been deposited in 
GenBank with accession numbers HQ836245- HQ836324 
(for mtDNA control region sequences) and HQ836325- 
HQ836341 (for Cyt b gene sequences). 

1.2 Data Analysis 
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We analyzed a fragment of mtDNA control region 
(~604 bp) in 80 Chinese tree shrews, corresponding to 
15416-16017" region in mitochondrial genome of T. 
belangeri (GenBank accession number NC 002521). 
Two reported individuals of northern tree shrews (Tupaia 
belangeri) outside China were retrieved from GenBank 
and were aligned with those of Chinese tree shrews (Tab. 
] and Fig. 1). Sequence variations were exported using 
Mega 4.0 (Tamura et al, 2007). The available Cyt b gene 
sequences of tree shrews in GenBank, including 32 
Chinese tree shrews and two northern tree shrews outside 
China (Tab. 1), were also analyzed together with 17 
newly sequenced samples. Relationships among the 
lineages were explored using the  median-joining 
networks (Bandelt et al, 1999). 
constructed manually and were checked using Network 


Networks were 
4.]  (http;//www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm), 
in which transitions and transversions were equally 
weighted. Nucleotide diversity (a) and haplotype 
diversity (/) were estimated according to Nei (1987) and 
using DnaSP 5.0 (Librado & Rozas, 2009). 

To further determine the phylogenetic position of 
Chinese tree shrews we retrieved the Cyt b gene 
sequences of Tupaia glis (AY321645), T. longipes 
(AY321651), T. salatana (AY 321654), and Dendrogale 
melanura (AY321634, as the outgroup) from GenBank 
and constructed a neighbor-joining (NJ) tree using Mega 
4.0 (Tamura et al, 2007). The maximum composite 
likelihood nucleotide substitution model was employed. 
The rate variation among sites, with four rate categories 
for the nucleotide gamma shape parameter, was 


Tab. 1 mtDNA sequence information for tree shrews analyzed in this study 

















Species GenBank accession number No. h* n^ References 
Control region 
Chinese tree shrews HQ836245- HQ836324 80 0.790 + 0.032 0.00436 + 0.00017 This study 
Northern tree shrews outside AF217811" 1 m m Schmitz et al, 2000 
China AJ421453 1 = = 
Cyt b gene 
HQ836325- HQ836341 17 0.926 + 0.035 0.00338 + 0.00029 This study 
Chinese tree shrews AY321635-AY321637 3 From GenBank 
EU376531, EU531749-EU531776 29 Jia et al, 2008 


b 
Northern tree shrews outside AF217811 


China AJ421453 


1 is s 


“Nucleotide diversity (x) and haplotype diversity (A!) were estimated according to Nei (1987) . We pooled all Cyt b sequences of Chinese tree shrews together to 


estimate these two parameters. 


"This sequence has been curated by NCBI staff and has the accession number NC. 002521. 
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Fig. 1 Sequence variation of mtDNA control region fragments 
(~604 bp) of 80 Chinese tree shrews and two reported 
northern tree shrews outside China 

The number of individuals sharing the same haplotype are listed in the right 

column, under N. Dots (-) denotes identical sites. The numbering of each 

position was based on the mitochondrial genome of the tree shrew 

(GenBank accession number NC. 002521). 


estimated using jModelTest 0.1.1 (Guindon & Gascuel, 
2003) which finally yielded the alpha value 0.64. 


2 Results 


2.1 Sequence variation and haplotype distribution 

The mtDNA control region sequences of tree 
shrews presented length mutations, which were caused 
by insertion/deletion (indels) of tandem repeat or length 
mutations of a stretch of duplicated nucleotide in region 
15449-15456. One sample (TS07) had an extra insertion 
of CATT repeat in region 15557-15564 which contained 
two tandem repeats in the analyzed fragment (~604 bp). 
After the indels were excluded, we found 29 sequence 
variations in the analyzed fragment of mtDNA control 
region, which defined 13 haplotypes (HI—H13; Fig. 1). 
Among them, haplotype H5 was dominant and occurred 
in 30 individuals, followed by haplotypes H1 (in 14 
individuals), H2 (in 12 individuals) and H12 (in 8 
individuals). The other haplotypes had a low frequency 
and were shared by no more than four samples. The two 
reported northern tree shrews outside China shared 
haplotype H13, and presented strong differences to the 
haplotypes identified in Chinese tree shrews (Fig. 1). The 
overall genetic diversity of 80 Chinese tree shrews (x = 
0.00436 + 0.00017 and h = 0.790+0.032) was relatively 
high. 

One hundred and twelve variable sites were found 








in 51 Cyt b gene sequences (including 49 Chinese tree 
shrews and the two northern tree shrews outside China), 
which defined 26 haplotypes (hl—h26). Among these 
sequence variations, 17 substitutions caused amino acids 
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changes. Some representative samples bearing different 
mtDNA control region haplotypes, e.g. HS and H7, were 
found to share identical Cyt b sequence of h4. However, 
the two randomly selected individuals sharing mtDNA 
control region haplotype H5 differed from each other by 
one substitution in the Cyt b sequences (h4 and h5). 
Samples bearing unique mtDNA control region 
haplotypes (H1, H2, H3, H8, H9, H12, and H13) also 
differed from 
substitutions in the Cyt b gene. Remarkably, the two 


each other by some nucleotide 
northern tree shrews outside China shared the same Cyt b 
sequence and presented at least 89 mutation distances to 
Chinese tree shrews (Fig. 2). The nucleotide diversity of 
49 Chinese tree shrew Cyt b gene sequences was 
0.00333 + 0.00032. 
2.2 Network profiles of mtDNA haplotypes in 
Chinese tree shrews 
Fig. 3a shows the network file of mtDNA control 
region haplotypes in 82 tree shrews analyzed in this 
study. The network of all Chinese tree shrews followed a 





roughly star-like pattern, with haplotype H3 residing in 
the central location and being the nodal type. However, 
the frequency (5%, 4/80) of H3 was quite low in our 
samples. All other haplotypes differed from H3 by no 
more than a 3-mutation distance, suggesting relatively 
recent divergence. The three dominant haplotypes (H1, 
H2, and H5) were distributed at the terminal branches of 
the network. Up to 18-mutation distance existed between 
Chinese tree shrews (haplotypes H1-H12) and the 
reported northern tree shrews outside China (haplotype 
H13). 

The network profile of the Cyt b haplotypes 
followed a similar pattern observed for mtDNA control 
region sequences (Fig. 3b). Because we selected the 
samples for Cyt b sequencing based on the haplotypes 
identified by control region sequence information, an 
estimation of the frequency of each Cyt b haplotype may 
be biased, despite a fact that we took 32 published 
Chinese tree shrews samples into consideration. 
Nonetheless, the phylogenetic relationship as indicated 
by the network of Cyt b haplotypes might offer further 
information for us to discern the genetic difference 
between different lineages. Consistent with the pattern of 
mtDNA control region sequence data, haplotype h3 was 
also located in the central location of the network, 
suggesting its ancestral status. The difference of Cyt b 
gene nucleotide changes between Chinese tree shrews 
and the reported northern tree shrews (h26) was 
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Fig. 2 Sequence variation of mtDNA cytochrome b gene fragments (1134 bp) of 17 Chinese tree shrews newly 
sequenced in this study and 34 individuals from GenBank 


The detailed sources of these reported sequences are listed in Tab. 1. Dots (-) denotes identical sites. Substitutions were numbered according to the 
mitochondrial genome of northern tree shrew (GenBank accession number NC_002521). The number of individuals sharing certain mtDNA control region 


haplotypes (in parentheses) is listed in the right column. 
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Fig. 3 Network profiles of the mtDNA control region (a) and Cyt b gene (b) haplotypes of tree shrews 
The links are labeled by nucleotide positions to designate variations. The order of the mutations on a branch is arbitrary. The area of each circle is proportional 
to haplotype frequency. White color denotes individuals analyzed for both mtDNA control region and Cyt b gene sequence variation. Chinese tree shrew Cyt b 


gene sequences from GenBank are marked black. 
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remarkable, with a ratio (89/1134) even higher than that 
of the mtDNA control region (18/604). 
2.3 Phylogenetic position of Chinese tree shrews 

We constructed an NJ tree of the 26 Cyt b 
haplotypes of Chinese tree shrews, together with four 
species from GenBank (Tupaia glis, Tupaia longipes, 
Tupaia salatana, and Dendrogale melanura), to further 
demonstrate the affinity of Chinese tree shrews to other 
species (Fig. 4). All Chinese tree shrews haplotypes were 
clustered together with high bootstrap support. Chinese 
tree shrews are clearly separated from northern tree 
shrews outside China and other species, but presented an 
overall closer relationship to northern tree shrews. 


64) h10 









h19 Chinese tree shrews 
hig | (Tupaia belangeri 
chinensis) 





Northern tree shrew 
h26 (Tupaia belangeri) 
Tupaia longipes 

99 Tupaia salatana 
Tupaia glis 

Dendrogale melanura 





上 一 一 一 一 
0.05 


Fig. 4 The neighbor-joining (NJ) tree of the Cyt b gene of 26 
Tupaia belangeri haplotypes and four other species (T. 
glis, T. longipes, T. salatana, and Dendrogale 
melanura) 

Tree was rooted by Dendrogale melanura. The values on the branch are 
bootstrap support based on 1000 replications and values lower than 50% 


were omitted. 


3 Discussion 


Tree shrews are received more and more attention 
due to their potential use as animal models for human 
disease and as alternatives for primates in biomedical 
research (Cao et al, 2003; Peng et al, 1991). Although the 
exact phylogenetic position of tree shrews within the 
Euarchontoglires remains of debate (Arnason et al, 2002; 
Murphy et al, 2001; Nie et al, 2008; Olson et al, 2005; 
Peng et al, 1991; Sargis, 2004; Schmitz et al, 2000), 
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available evidence has undoubtedly suggested a closer 
affinity of tree shrews to well-known primates such as 
rhesus monkeys (Macaca mulatta) and crab-eating 
macaques (Macaca fascicularis) than mice or rats. Given 
that tree shrews are also small animals and easy to raise, 
it may be promising to develop them as replacements for 
monkeys and other endangered non-human primate 
species. 

There are 15 recognized species and 40 subspecies 
in genus Tupaia (http://www.bucknell.edu/msw3/; Helgen, 
2005) However, to our knowledge an insufficient 
number of molecular studies have been done and 
necessary information for biomedical research and 
breeding as an experimental animal remain unknown. 
Work on gene expression in the hippocampal tissue of 
tree shrews treated with cortisol (Alfonso et al, 2004) 
and  proteome of aflatoxin Bl-induced 
hepatocarcinogenesis (Li et al, 2008) has yielded useful 


analysis 


information, but compared to the available knowledge 
for mice and rats there is still much unknown about these 
animals. 

Here we focused on mtDNA sequence variation in 
Chinese tree shrews captured from urban Kunming. Our 
initial aim was to better understand the genetic structure 
of this species and to establish a matrilineal marker for 
tracing lineages in a subsequent tree shrews breeding 
project. In addition, we wanted to better understand 
overall genetic diversity of this animal resource. By 
comparing the mtDNA sequence differences between 
Chinese tree shrews and northern tree shrews, we found 
that they had a large divergence (Figs.1, 2). Network 
analyses showed that Chinese tree shrews and northern 
tree shrews are clearly separated from each other (Fig. 3). 
Our results raise caution over the routine use of tree 
shrews as animal models and genetic differences are 
ignored, especially when studies simply named their 
subjects as Tupaia belangeri. 

The divergence of Chinese tree shrews and northern 
tree shrews was unexpected and implies that a systematic 
analysis of the six proposed subspecies of Chinese tree 
shrew (Wang, 1987) requires verification in future 
studies. Moreover, capturing and domesticating wild 
animals with the representative lineages should be 
encouraged during our efforts in establishing inbred tree 
shrew strains for medical and biological research. The 
observation that the tree shrew population inhabiting 
Kunming has a considerably high mtDNA genetic 
diversity is consistent with the result of a recent study of 
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microsatellite markers in which He et al (2009) found 
that nine out of 11 loci exhibited polymorphisms in 30 
Chinese tree shrews. Data such as that presented here 
will be helpful in selecting founding individuals for the 
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Tree shrew models: A chronic social defeat model of depression 
and a one-trial captive conditioning model of learning and memory 人 
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(1. Key Laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms, the Chinese Academy of Sciences & Yunnan Province, Kunming Institute 


of Zoology, Kunming 650223, China; 2. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: Recent genome studies indicate that tree shrew is in the order or a closest sister of primates, and thus may 
be one of the best animals to model human diseases. In this paper, we report on a social defeat model of depression in tree 
shrew (Tupaia belangeri chinensis). Two male tree shrews were housed in a pair-cage consisting of two independent 
cages separated by a wire mesh partition with a door connecting the two cages. After one week adaptation, the connecting 
door was opened and a brief fighting occurs between the two male tree shrews and this social conflict session consisted of 
1 h direct conflict (fighting) and 23 h indirect influence (e.g. smell, visual cues) per day for 21 days. The defeated tree 
shrew was considered the subordinate. Compared with naive animals, subordinate tree shrews at the final week of social 
conflict session showed alterations in body weight, locomotion, avoidance behavior and urinary cortisol levels. 
Remarkably, these alterations persisted for over two weeks. We also report on a novel captive conditioning model of 
learning and memory in tree shrew. An automatic trapping cage was placed in a small closed room with a freely-moving 
tree shrew. For the first four trials, the tree shrew was not trapped when it entered the cage and ate the bait apple, but it 
was trapped and kept in the cage for 1 h on the fifth trial. Latency was defined as the time between release of the tree 
shrew and when it entered the captive cage. Latencies during the five trials indicated adaptation. A test trial 24 h later was 
used to measure whether the one-trial trapping during the fifth trial could form captive memory. Tree shrews showed 
much longer trapping latencies in the test trial than the adaptation trials. The N-methyl-d-aspartate (NMDA) receptor 
antagonist MK-801 (0.2 mg/kg, i.p.), known to prevent the formation of memory, did not affect latencies in the adaptation 
trails, but did block captive memory as it led to much shorter trapping latencies compared to saline treatment in the test 
trial. These results demonstrate a chronic social defeat model of depression and a novel one-trial captive conditioning 
model for learning and memory in tree shrews, which are important for mechanism studies of depression, learning, 
memory, and preclinical evaluation for new antidepressants. 


Key words: Social defeat; Depression; Captive conditioning; Learning and memory; Tree shrew 


树 赐 模型 : 抑郁 症 的 社会 竞争 失败 与 学 习 和 记忆 的 被 捕获 条 件 反 射 
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摘要 : 最 近 基 因 组 研究 表明 树 网 属于 灵 长 类 或 是 与 灵 长 类 亲缘 关系 最 密切 的 姐妹 种 。 因 此 , 树 网 可 能 是 应 用 
于 建立 人 类 疾病 动物 模型 的 最 佳 动物 之 一 。 该 文 报道 一 种 抑郁 症 的 社会 竞争 失败 病因 学 树 购 (Tupaia belangeri 
hinensis) 模 型 。 一 对 雄性 树 一 被 饲养 在 一 个 双 笼 中 , 用 网 格 把 双 笼 隔 开 , 网 格 上 有 一 小 门 。 适 应 1 周 后 , 把 小 门 打 
JF, 这 一 对 树 网 产生 短暂 的 争斗 , 每 天 一 次 ， 连 续 21 天 。 其 中 争斗 失败 者 被 称 为 服从 者 。 这 个 过 程 可 导致 每 天 1h 
的 直接 社交 冲突 和 23 h 的 间接 相互 影响 (比如 通过 气味 、 视 觉 等 )。 与 正常 对 照相 比 , 失败 者 在 第 三 周 也 就 是 社交 
冲突 的 最 后 一 周 显 示 了 体重 、 自 主 活动 、 躲 避 行 为 、 尿 液 皮质 醇 水 平等 的 变化 , 并 且 这 种 改变 可 持续 至 少 2 周 以 
上 。 此 外 , 还 报道 全 新 的 记忆 模型 , 一 种 被 捕获 条 件 反 射 树 葬 模型 。 在 一 个 封闭 的 小 房间 中 放置 捕获 笼 , 其 中 挂 有 
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5 次 才 是 作为 被 捕获 的 一 次 学 习 训 练 。24 h 后 , 测试 树 









































能 阻 断 记 忆 形 成 的 NMDA 受 体 持 抗 剂 MK-801 (0.2 mg/kg, 
了 24 h 后 测试 的 延迟 时 间 , 即 阻 断 了 被 捕获 记忆 。 这 些 结果 表明 了 一 种 抑郁 症 的 慢性 社会 竞争 失败 与 学 习 和 记 
重 获 条 件 反 射 树 哆 模型 。 这 两 种 树 哆 模型 对 抑郁 症 与 学 习 和 记忆 的 机 理 研究 、 抗 抑郁 症 新 药 的 临床 前 数 
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效 学 评价 具有 潜在 的 重要 意义 。 
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Tree shrews are small diurnal mammals from the 
tropical forests of Southeast Asia including southwest 
China, Burma, Indonesia, and the Philippines. There are 
abundant tree shrew (Tupaia belangeri chinensis) 
populations in Yunnan, Hai nan, Tibet, and Gui zhou 
provinces in China (Helgen et al, 2005). Previous 
molecular phylogeny studies suggest that tree shrews are 
in the same order as primates, which include the closest 
relatives to human beings (Janecka et al, 2007). It is 
important, therefore, to establish tree shrew models for 
human diseases, learning and memory, as well as 
preclinical evaluation for new drugs. 

While 
depression have been examined for tree shrews (Holst, 


psychosocial  stress-based models of 
1977), such studies have only examined short fighting 
episodes between two males. Increasing evidence 
indicates that chronic psychosocial stress leads to a 
variety of alterations in behaviors, endocrinology, 
physiology, and central nervous systems in the tree 
shrew (Fuchs & Fliigge, 2002; Meyer et al, 2001; 
Magariños et al, 1996), and these alterations can be 
reversed by antidepressant treatment (Fuchs et al, 1996; 
van Kampen et al, 2000; Czéh et al, 2001;van der Hart et 
al, 2005). It is important, therefore, to establish a chronic 
fighting model of depression. 

Conversely, however, tree shrew models of learning 
and memory have been rarely studied. Holeboard learning 
and eight arm maze tasks have been utilized in learning 
and memory models for tree shrews (Ohl et al, 1998; 
Bartolomucci et al, 2002; Takahashi et al, 2008). These 
models are complicated, however, due to the repeated 
training processes. In the present study, we report on a 
social defeat model of depression as indicated by 
depression-like behaviors as well as urine cortisol levels 
in subordinate (who has experienced chronic social 
defeat) tree shrews. Furthermore, we established a novel 
one-trial captive conditioning model of learning and 
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memory in tree shrews. 


1 Materials and Methods 


1.1 Animals 

All experiments were performed on adult male tree 
shrews (Tupaia belangeri chinensis, n=15) obtained from 
the breeding colony at the Animal House Center of the 
Kunming Institute of Zoology, Kunming, P. R. China, 
and weighing 120-150 g. They were housed individually 
in a 12h/12h dark/light cycle (light, 8:00—20:00; dark, 
20:00—8:00) and thermoregulated rooms (T: 25-27 C, 
RH: 5594-7094) with free access to water and food. 
Animal care and experimental protocols were approved 
by the Animal Ethic Committee of Kunming Institute of 
Zoology, Chinese Academy of Sciences, P. R. China. 
1.2 Drugs 

MK-801 (dizocilpine maleate, 
competitive NMDA receptor antagonist, was dissolved in 
saline (0.2 mg/mL) and injected intraperitoneally (i.p., 
0.2 mg/kg) 30 min before the first trial of training (Vales 
et al, 2006). 
1.3 Experimental design 


Sigma), a non- 


1.3.1 Depression model 

Tree shrews were adapted to a pair-cage (size 67 cm 
X50.5 cm X65 cm, wXdXh) (Fig.1) consisting of two 
independent cages separated by a wire mesh partition 
with a small door, for one week. Control animals (Ctrl, 
n=2) remained undisturbed until behavioral tests. Four 
pairs of tree shrews were housed in four pair-cages, and 
the door was opened for 1 h per day for 21 days, during 
which time a brief fighting episode occurred between 
each pair of the tree shrews. The defeated tree shrew was 
called the subordinate (Sub), while the winner was called 
the dominate (Dom). The fighting episode consisted of 
when the Sub was attacked by the Dom for 1 h at an 
unpredictable time point between 9:00 and 18:00 by 
opening the door. For the remaining time of each day, 
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each animal was exposed to visual, auditory, and 
olfactory cues. Body weight was measured once at the 
beginning of each week. Urine was collected at the 
beginning of the third and fourth week twice per day at 
7:30-9:00 and 17:30-19:00. 


Partition 


Baffle 
Sleeping box 


Water bottle 





Fig. 1 Frontal view of a pair cage 


1.3.2 Learning and memory model 

The  training/test 
automatic trapping cage (size 24 cm X 12.5 cmX 10 cm, 
w Xd Xh) with a hook at the end on which was placed a 
small piece of apple (about 2—3 g). When a tree shrew 
ate the apple, it triggered the door to close. 


apparatus consisted of an 


Five naive tree shrews were divided into a saline 





i.p. 


injection 
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group (7—2) and a MK-801 group (n=3). Tree shrews 
were fasted with free access to water for 24 h before 
training. The tree shrews were then weighed and injected 
with saline or MK-801. Thirty minutes later, they were 
placed into a small closed room with white noise (60 dB) 
and 55 lux illumination (Fig. 2A), and trained to find the 
apple in the trapping cage. During the first four training 
trials, the tree shrews ate the apple without triggering the 
door. During the fifth training trial, however, the 
trapping process was set and the door closed when the 
apple was eaten. Imprisonment lasted 1 h, after which the 
animals were returned to their home cage. Latency in the 
five training trials from release to catching the apple was 
used to measure adaptation. The latency on day 2 (24 h 
later) was used to test whether the animals had formed a 
captive memory (Fig. 2B), and this test trial was 
terminated if the animal did not catch the bait within 30 
min, indicating that the animal had formed a fear memory 
related to being trapped. Each animal had an individual 
trapping cage that was placed on a new piece of black 
plastic so that the contrast of apple and floor was 
apparent. Additionally, alcohol was sprayed in the room 
after each trial. As a reward, animals were fed half a 
banana and some melon seeds after the training and tests. 


Day | Consolidation Day 2 


Fig. 2 Experimental design and aerial view of the tree shrews environment 
A: Aerial view of environment for tree shrews. There were three black clapboards and a trapping cage in a small closed room. Black plastic was placed under 
the cage as a visual contrast. In the small cage, a piece of apple about 2-3 g was placed on a hook as bait. B: Experimental design. The training trials included 


accommodation and trapping processes. 


1.4 Behavioral analysis 

During the depression experiment, all animals were 
videotaped twice a day between 8:00-10:00 and 
17:00—20:00, when their 
(licking, cleaning, scratching, and washing), locomotor 


self-grooming behaviors 


activities (jumping and moving in their home cage), and 
avoidance behavior (time spent in the sleeping-box) were 
measured manually from the videos. In the learning and 
memory experiment, performance was videotaped from 
17:00 to 20:00 to avoid any unwanted confounding 
factors, such as human activity around the animals. 
1.5 Analysis of urine samples 

Urine free cortisol was measured with an Iodine 


[I] cortisol radioimmunoassay kit (Bei Jing North 
Institute of Biological Technology, China) and y radio- 
immunity counter (GC-2010, Zonkia, Anhui, China). To 
distinguish radioimmunoassay and immunoradiometric 
assay, the results were determined with a log-logit 
process mode. 
1.6 Data analysis and statistics 

Data was statistically analyzed using SPSS 16.0. 
Cortisol and behavioral data of each animal for each day 
was averaged and a statistic method one-way ANOVA 
was used. The significance level was set at P<0.05. Data 
is expressed as mean + SEM. 
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2 Results 


2.1 Depression model 

Compared with naive animals, subordinate tree 
shrews (Sub group, n=4) showed a significant decrease 
in the number of self-grooming [Fa, 477.864, P=0.049; 
F a,4=12.180, P=0.025; Fig. 3A] and locomotion [F, 4) 
=15.840, P=0.016, Fig. 3B] activities between their 
cages and sleeping-boxes [Fa, 4=18.190, P=0.013; Fa,» 
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=17.747, P=0.014; Fig.3C,D] in the final week of 21 
days of social conflict. Conversely, the time spent in the 
sleeping-box by the Subs showed a significant increase 
by the third week [F(1,4; 714.644, P=0.019; Fig. 3E]. The 
difference activity between Sub and control group (Ctrl) 
was significant in the afternoon, especially from 18:30 to 
19:30, the activity peak period in tree shrews [Fa 4) 
—216.000, P=0.000; Fig. 3F]. 
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Fig. 3 Effect of chronic social defeat on different behavioral indexes 


The subordinate tree shrews (Sub) showed a significance decrease in self-grooming behaviors (A) and locomotor activities (B—D) compared to the controls 


(Ctrl). The Sub group showed more inactivity by staying in the sleeping-box during their active phase (E, F). A, B, E shows statistical data for a 15-min period 
between 18:00 and 19:30; C, D, F shows statistical data from 8:00 to 10:00 and 17:00 until 20:00 in the fourth week. The blocks of 1—4 indicate 8:00—10:00; the 


blocks of 6—10 indicate 17:30—20:00. * P<0.05, # P=0.000. 


The Sub tree shrews lost 5%~10% in body weight 
after chronic social defeat, while the Ctrl group exhibited 
a small increase over the same time period (Fig. 4A). 
Animals subjected to chronic social defeat showed an 


increase in urinary cortisol levels (Fig. 4B,C), especially 
during their activity peak period [F,4; 77.837, P=0.049; 
Fa, 4) =25.353, P=0.007; Fa, 4 710.149, P=0.010; Fig. 
4C]. 
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Fig. 4 Effects of chronic social defeat on body weight and urinary cortisol 
Chronic social defeat reduced body weight in the subordinate (Sub) group (A). The Sub group showed a significant and sustained elevation of urinary cortisol 


(B was measured in the third week, and C was measured in the fourth week). * P<0.05, ** P<0.01. 


2.2 Learning and memory model 
There was no difference between the saline and 
MK-801 groups in regards to latency to catch the bait 
and freezing time induced by apple replacement during 
the training process, indicating that the injected drug did 
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not affect adaptation and learning (Fig. 5). Twenty-four 
hours after the fifth trapping trial, the latency to catch the 
bait increased significantly compared with training in 
saline-injected animals but not in MK801 injected 
animals [Fa, 4) 772.792, P=0.001; Fig. SA]. 
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Fig. 5 The NMDA receptor antagonist MK-801(0.2 mg/kg) prevented the formation of captive memory in tree shrews 
A) Twenty four hours after the final training trial, the MK-801group had significantly shorter latency than the saline group. B) Tree shrews showed freezing 


behavior after technician changed apple piece. Freezing time was not significantly different by groups. ** P<0.01. 


3 Discussion 


We demonstrated a chronic social defeat model of 
depression and a novel one-trial captive conditioning 


model of learning and memory in tree shrews. Although 
these pilot studies require further study, the results 
already broaden understanding of the behaviors in the 
tree shrew, the closest relative to primates. The present 
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study is important for establishing tree shrew models of 
depression, learning, and memory for mechanism studies 
and preclinical drug evaluation. One could expect that 
the data from the tree shrew may be more appropriate 
than those from other mammals to conditions in human 
beings. 

In the depression model, we investigated the effects 
of chronic social defeat on the tree shrew (Tupaia 
belangeri chinensis). Subordinates showed alterations in 
body weight and behaviors, and increases in urinary 
cortisol levels. Remarkably, these alterations were 
persistent for at least two weeks. The time spent in the 
sleeping-box also increased. All these data suggest a set 
of depressive symptoms similar to those observed in 
human depression patients with stress symptoms. The 
present results are consistent with previous reports 
(Kozicz et al, 2008; Fuchs & Fliigge, 2002). Future 
research should focus on what drug mechanisms can 
prevent or treat these depression-like symptoms in tree 
shrews. 

In the one-trial captive condition model of learning 
and memory, latency progressively decreased in trials 1- 
5, suggesting a process of adaptation. In the final trial, 
however, tree shrews entered the cage and were trapped 
for 1 h after they ate bait apple. The one-trial trapping 
led to a large increase in latency in the test trial 
conducted on day 2 (24 h later), which suggested that 
tree shrews formed a captive memory and avoided 
entering the cage. Furthermore, we demonstrated that a 
NMDA receptor antagonist given before the adaptation 
process did not affect adaptation as indicated by the 
latency in adaptation. It did, however, prevent the 
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常 猕猴 与 树 网 神经 系统 和 免疫 系统 组 织 
大 麻 素 与 阿片 受 体 的 表达 4m 
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摘要 : 为 应 用 猕猴 和 树 移 动物 模型 研究 毒品 成 瘾 对 神经 /免疫 系统 的 影响 提供 基础 数据 ， AKR A Fr BE 
在 正常 猕猴 和 树 欧 神经 系统 和 免疫 系统 的 表达 进行 初步 确定 。 采 集 正 常 猕猴 和 树 欧 新 鲜 组 织 (皮质 、 小 脑 、 脑 干 、 
海马 、 疹 髓 、 脾 脏 )， 应 用 半 定 量 逆转 录 PCR 和 实时 定量 PCR 的 方法 检测 大 麻 素 与 阿片 受 体 mRNA 在 猕猴 和 树 网 
各 组 织 中 的 表达 情况 。 猕猴 脑 部 各 区 包括 脾脏 均 表 达 大 麻 素 受 体 1 (CNR1), 而 大 麻 素 受 体 2 (CNR2) 只 表达 于 脾脏 
内 。 三 类 阿片 受 体 中 , mu( 由 受 体 表达 最 为 广泛 , 在 以 上 各 组 织 中 均 有 表达 ; delta (8) 受 体 表达 的 组 织 最 少 ,只 在 海 
马 表达 ; kappa (1) 受 体 表 达 介 于 两 者 之 间 , 分 别 在 皮质 、 小 脑 、 脑 干 、 疹 髓 中 表达 。 在 树 网 组 织 中 , CNR1 和 CNR2 
表达 于 整个 大 脑 重要 脑 区 中 ， 且 CNR1 表达 量 高 于 同一 区 域内 CNR2 表达 的 量 ; 脾脏 中 CNR 的 表达 较 高 ， 而 
CNRI 不 表达 。 三 类 阿片 受 体 只 有 检测 到 上 受 体 在 脑 部 与 脾脏 表达 ， 且 在 各 个 脑 区 的 表达 量 明显 高 于 脾脏 的 表达 
量 ; 8 受 体 和 k 受 体 在 被 检 名 个 组 织 中 均 无 表达 。 总 体 而 言 ， 两 种 大 麻 素 受 体 在 猕猴 和 树 哆 体内 表达 情况 与 人 类 
和 鼠 的 情况 类 似 , 而 三 类 阿片 受 体 在 猕猴 体内 表达 情况 与 人 类 更 为 接近 。 猕猴 和 树 殉 可 能 可 用 于 人 类 毒品 成 疗 芯 

究 ; 儿 猴 在 某 些 神经 受 体 的 表达 更 接近 人 类 ,其 在 研究 毒品 成 瘾 的 机 理 和 对 免疫 系统 的 影响 方面 仍 有 不 可 替代 的 
地 位 。 


Kia: WH PUM; 大 麻 素 受 体 ; 阿片 受 体 ; mRNA 表达 ; 神经 系统 ; 免疫 系统 
中 图 分 类 号 : Q959.832; Q959.842; R3382; R971.3 ”文献 标志 码 : A 。 文章 编号 : 0254-5853-(2011)01-0031-09 
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Expression of cannabinoid and opioid receptors in nervous as well 
as immune systems of Macaca mulatta and Tupaia belangeri 


ZHANG Qing-Yu '?, FAN Xiao-Na', CAO Yi 


(1. Key Laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms of the Chinese Academy of Sciences & Yunnan Province, Kunming 
Institute of Zoology, Kunming Yunnan 650223, China; 2. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: To make Macaca mulatta and Tupaia belangeri as experimental animals for studying functions of opioid 
and cannabinoid receptors in drug addiction, we examined expression of the opioid and cannabinoid receptors in nervous 
and immune system of the two animals. We dissected normal adult M. mulatta and T. belangeri, collected tissues of 
cortex, cerebellum, brain stem, hippocampus, spinal cord, and spleen, and then applied the semi-quantitative PCR and 
real-time quantitative PCR methods to investigate the mRNA expression levels of the opioid and cannabinoid receptors in 
these tissues. In M. mulatta, the cannabinoid receptor 1 (CNR1) mRNA was expressed in the all tissues; in contrast, the 
cannabinoid receptor 2 (CNR2) mRNA was only present in the spleen. The mu opioid receptor (MOPR) was detected in 
all tissues, and the kappa opioid receptor (KOPR) was found in the cortex, cerebellum, brain stem, and spinal cord, but 
not in hippocampus and spleen. However, the delta opioid receptor (DOPR) was restrictively expressed in the 
hippocampus. In T. belangeri, CNR1 and CNR2 were expressed in the five regions of the brain. CNR2, but no CNRI, 
was also detected in the spleen. MOPR was expressed in all examined tissues, and its expression levels in the brain were 
higher than that in the spleen. DOPR and KOPR were not found in all tissues. Taken together, the expression profiles of 
cannabinoid receptors in human being, M. mulatta, T. belangeri, and rat were similar, and the expression patterns of the 
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opioid receptors in M. mulatta were more close to human beings. The opioid and cannabinoid receptors were expressed in 
the tissues of nervous and immune systems of M. mulatta and T. belangeri, and both animals could be used for studying 
drug addiction. Macaca mulatta is still the best experimental animal for drug addiction research because it shows very 


similar expression profiles of these receptors to human beings. 


Key words: Macaca mulatta; Tupaia belangeri; Cannabinoid receptor; Opioid receptor; mRNA expression; 


Nervous system; Immune system 























对 于 研究 人 类 神经 -精神 疾病 , 非 人 灵 长 类 动 
物 模型 具有 独特 优势 和 不 可 替代 的 作用 。 儿 猴 作 为 
最 常用 的 非 人 灵 长 类 实验 动物 , 已 广泛 应 用 于 人 类 
神经 -精神 疾病 的 研究 ， 如 毒品 成 瘾 、 抑 郁 症 等 。 树 
项 是 进化 上 特殊 的 物种 ， 其 神经 系统 结构 与 灵 长 类 
较为 接近 (Sofroniew et al, 1981; Jiao et al, 2010), 
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各 种 亚 型 的 分 布 各 不 相同 。 尽 管 三 种 受 体 在 人 体 分 
布 不 同 ， 结 合 各 类 配 体 亦 有 其 特异 性 ,但 三 类 受 体 
3 G 和 蛋白 偶 联 受 体 ,主要 分 布 于 神经 元 细胞 ， 调 
节 神 经 网 络 的 功能 。 亦 有 报导 阿片 受 体 分 布 于 免疫 
系统 的 细胞 (Bidlack et al, 2006; Sharp, 2006)， 参 与 
细胞 因子 产生 、 免 疫 调节 、 细 胞 增殖 、 细 胞 凋 亡 等 











































































































己 有 树 哆 作为 实验 动物 应 用 于 神经 系统 研究 的 报道 
(Fuchs, 2005; Pawlik et al, 1999; Podlisny et al, 
1991)。 然 而 ,在 分 子 水 平 系统 研究 毒品 成 瘾 相关 的 
KRR E Bi Fr SE LE A BE] ETA, AR 
见报 道 。 

毒品 成 瘾 (drug addiction) 与 各 个 脑 区 , 尤其 是 
与 学 习 记忆 相关 的 结构 ,如 大 脑 前 皮质 区 (PFC)、 海 
马 (HIP)、 腹 侧 被 盖 区 (VTA)、 伏 隔 核 (NAc) 密 切 相 
关 (Volkow et al, 2002; Bruijnzeel, 2009; Peters et al, 
2009). JUH, Brim BREA, Bm AS SORS 
WAY 3 TRES REY ARKA Pr SES. ARR 
Z) & (Maldonado, 2010; López-Moreno et al, 
2010; Robledo，2010)， 从 而 改变 神经 元 兴奋 性 , 最 
终 导致 神经 可 塑性 改变 ,改变 整个 神经 网 络 的 功能 ， 
引起 毒品 和 抠 体 依赖 ， 甚 至 出 现 心 理 依赖 。 其 中 大 麻 
素 受 体 在 参与 毒品 成 瘾 过 程 担当 了 重要 的 角色 
(López -Moreno et al, 2010; Robledo, 2010). #44 
经 发 现 大 麻 素 受 体 有 两 种 类 型 ， 大麻 素 受 体 1 
(CNR1) 和 大 麻 素 受 体 2 (CNR2)。 两 种 大 麻 素 受 体 
都 为 七 次 跨 膜 的 G 蛋白 偶 联 受 体 人 的 CNRI 和 
CNR2 氨基 酸 序列 有 44% 的 同 源 性 , 在 跨 膜 区 氨基 
酸 序 列 同 源 性 达到 68 % (Jean et al, 2010)。 CNR1 主 
要 分 布 于 神经 系统 神经 元 上 ,其 余 在 生殖 系统 与 消 
化 系统 也 有 低 的 表达 ; CNR2 主要 分 布 于 免疫 系统 
各 类 细胞 膜 表 面 ， 是 免疫 系统 特异 的 大 有 麻 素 受 体 ， 
另外 在 胶 质 细胞 也 有 表达 , 参与 脑 部 炎症 反应 的 调 
节 (Jean et al, 2010; Martykánová, 2010)。 阿 片 受 体 作 
为 阿片 类 物质 作用 的 经 典 革 位 , 参与 阿片 类 物质 成 
EIFE. 阿片 受 体 共有 三 类 : mu(p) 5744. delta (8) 
受 体 和 kappa (<) 受 体 , 三 类 阿片 受 体 下 有 各 种 亚 型 ， 
























































































































































































































































病理 生理 过 程 。 

研究 大 麻 素 受 体 和 阿片 受 体 在 猕猴 和 树 哆 脑 
区 及 脾脏 的 分 布 情况 ,是 将 两 者 应 用 为 毒品 成 将 动 
物 模型 ,研究 毒品 成 疗 机 制 、 毒 品 成 首 过 程 免疫 系 
统 功 能 紊乱 的 前 期 工作 ， 具 有 实际 意义 。 本 实验 以 
猕猴 和 树 谣 为 实验 对 象 ， 采用 逆转 录 PCR(RT-PCR) 
的 方法 , 检测 大 麻 素 受 体 和 阿片 受 体 在 它们 脑 区 及 
脾脏 组 织 的 表达 , 为 猕猴 和 树 哆 作为 神经 /免疫 系 
统 疾病 研究 的 动物 模型 提供 基础 数据 。 


1 材料 与 方法 


11 仪器 与 试剂 

冷冻 离心 机 ,Bio-Rad Mycycler PCR 仪 ，ABI 
stepone plus 实时 定量 PCR 仪 ， 百 泰克 Highpure 
RNAse-free M RNA 提取 试剂 盒 , pormega 反 转 录 试 
剂 盒 RNase free PCR 4, sigma jumpstart taq W, 
SYBR green I , DNTP. 
1.2 实验 动物 

2 只 正常 成 年 猕猴 , 年 龄 分 别 是 11 岁 和 3.5 岁 ， 
体重 分 别 为 41.5 kg 和 35 kg。 正 常 喂养 成 年 树 哆 5 
JA, 体重 120—160 g。 实 验 动物 实验 前 未 给 过 任何 
药物 。 实 验 动 物 由 中 国 科学 院 昆 明 动 物 研究 所 实验 
动物 中 心 提供 [SCXK GR) 2008-0001], 所 有 动物 均 
按照 动物 饲养 要 求 及 动物 福利 进行 饲养 。 
13 ”实验 方法 
1.3.1 解剖 取材 

在 动物 进食 前 ,空腹 注射 3% 成 巴 比 受 钠 (1.2 
mL/kg)， 麻 醉 后 处 死 。 取 出 脑 组 织 , 分 别 采取 大 脑 
BER. opi. RBS APT. ARE. EZ Re KR 
取 。 所 有 新 鲜 组 织 装 入 1.5 mL RNase-free 的 管子 ， 

















































































































































































































1 期 TRAE: TEMAS SRLS RBA ERRAR PAIR BMT Fr EAKA 33 

















冻 存 于 液 氨 中 备用 。 保温 1 h UE, 使 RNA 逆转 ， 得 到 的 cDNA 用 做 
1.3.2 反 转 录 PCR 模板 。 

将 冻 存 于 液 氮 中 的 组 织 取 出 , 放 入 预 冷 的 研 钵 1.3.3 引物 设计 挑选 
H, 捣 成 块 , 取 大 约 50 mg 样品 ， 其 余 装 回 管子 。 加 于 树 哆 基因 组 测序 没有 完成 , 现在 GeneBank 
液 所 到 研 钵 中 将 组 织 研磨 成 粉 后 , 加 1 mL 裂解 液 尚 无 法 获得 各 种 基因 的 CDNA 序列 。 因 此 , 通过 对 
( 百 泰克 总 RNA 提取 试剂 盒 )， 边 裂解 边 研磨 ， 充 分 比 人 、 猕 猴 、 大 鼠 、 小 鼠 大 床 素 受 体 mRNA 序列 找 
磨 后 将 匀 浆 收集 装 入 RNase-free 1.5 mL ETF, if 出 保守 区 域 , 确定 引物 位 置 , 设置 通用 引物 来 对 相 
置 5 min。 以 后 步骤 严格 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 操 应 的 受 体 进行 扩 增 。 设 计 好 并 合成 的 引物 通过 PCR 
E. 收集 到 的 RNA 进行 RNA 定量 及 电泳 检测 其 质 检测 ,选择 扩 增 效率 高 、 特 异性 好 的 引物 来 检测 各 
。 取 2~3 pg RNA 逆转 成 cDNA。50 uL 逆转 体 组 织 中 相应 受 体 mRNA 的 表达 。 两 种 大 麻 素 受 体 和 
系 包 括 : 5 uL 100 pmol/L 的 6 碱 基 随 机 引物 、2 pL M 片 受 体 的 通用 引物 设计 过 程 与 大 麻 素 受 体 
逆转 录 酶 (promega 公司 )、2.5 uLDNTP mixture(10 用 引物 设计 过 程 一 样 。 各 受 体 PCR 通用 引物 序列 
mmol/L， 上 海 生 工 )、 0.7 ALRNA 酶 抑制 剂 (takara 见 表 1. 
公司 )、 无 RNA 酶 水 (RNase-free H20) 4.8 uL. 37°C 


R1 实验 中 所 用 的 引物 序列 
Tab.1 The primers used in the study 
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受 体 Receptors 正 向 序列 Forward primer 反 向 序列 Reversed primer 产物 长 度 Products length (bp) 
CNRI S'AGTATGCTCTGCCTGCTGAA3' S'GAGTCCCCCATGCTGTTATC3' 140 
CNR2 5'CCCGTGGGAGGGCACTGGT3' 5'GGCACCTGCCTGTCCTGGT3' 259 
MOPR S'TCTTCGGAAACTTCCTGGTCA3' S'TGCAGAGGGTGAATATGCTGG?' 230 
DOPR 5'GCCACCAGCACGCTGCCT3' S'GTTGATCAGCTTGGCCTTGG?3' 217 
KOPR 5'CCTGGCTTTGGCAGATGCTT3' S'CATGTTGTAGTAATCAATGGAA3' 127 
B-actin 5'GCCCTGAGGCTCTCTTCCA3' S'CGGATGTCCACGTCACACTT3' 100 


CNR1: 大 麻 素 受 体 1 (cannabinoid receptor 1); CNR2: KIRA 5£ f 2 (cannabinoid receptor 2); MOPR: H 型 阿片 受 体 (mu opioid receptor); DOPR: 8 型 阿 
片 受 体 (delta opioid receptor); KOPR: k 型 阿片 受 体 (kappa opioid receptor). 














1.3.4” 半 定量 PCR 2.5 uL 缓冲 液 、0.5 ALDNTP mixture (10 mmol/L 上 
25 uL] PCR 反应 体系 里 包括 :19.6 pL 双 苛 水 、 ” 海 生 工 )、 上 下 游 引物 各 0.5 pL、 0.4 uL jumpstart taq 

2.5 uL 缓冲 液 、0.$ uL DNTP mixture(10 mmol/L 上 酶 (sigma 公司 )、0.5 uL 10xSYBR green I. 1 uL 

海 生 工 )、 上 下 游 引 物 各 0.5 uL. 0.4 uL jumpstart taq 逆转 好 的 cDNA 作 模 板 。 同 时 , 设置 阴性 对 照 以 确 

$ (sigma 公司 )、1 uL 逆转 好 的 cDNA. PER. 同 RE PCR 过 程 中 的 本 底 痰 光 。 每 种 引物 每 个 样本 做 重 

I, 设置 阳性 对 照 和 阴性 对 照 。 各 受 体 扩 增 条 件 为 : 三 管 。 采 用 AAct 相对 定量 的 方法 ， 以 B-actin 作为 

95C 预 热 变性 Imin; 95'C 变 性 30 s, 60'C 退 火 30 s, AB, 校正 目的 基因 表达 ,获得 目的 基因 在 不 同 组 

70°C 10s, 共 20 个 循环 ; 95C 变 性 15s, 55'C EK 织 间 的 相对 表达 量 。 

30 s, 70°C 延伸 10 s, 根据 不 同 受 体 的 丰 度 选择 不 25 om 

同 的 扩 增 循环 数 (18 土 2); 70C 后 延伸 5 min. B-actin m 

内 参 扩 增 条 件 为 :9$SC 预 热 变 性 1 min; 95C 变 性 30 2.4. Total RNA 提取 与 质量 检测 

s, 60C 退 火 30s,70C 10 s, 共 20 个 循环 ; 70C 后 延 分 别 抽 提 猕猴 、 树 网 脑 区 大 脑 皮 质 , 小 脑 、: 

#15 min. PCR 扩 增 完成 后 取 产 物 5~8 pL, 在 含有 h ign. ARE, FEE RNA 测定 其 浓度 ， 按 






































































































































































































































省 化 乙 锭 (EB) 的 2% 琼 脂 糖 胶 中 , 120 伏 电 压 电 访 30 每 孔 200 ng 进行 琼脂 糖 电泳 。 电 泳 后 , 扫 胶 结果 见 
min， 凝 胶 成 像 仪 检测 。 图 1, 18S 核糖 体 RNA 和 28S 核糖 体 RNA 条 带 相 
1.3.5 ”实时 定量 PCR 对 完整 ,没有 迷 散 ,两 者 之 间 的 比值 接近 1/2, 说 明 











实时 定量 PCR 所 用 模板 和 引物 与 半 定 量 PCR ”RNA 的 质量 较 好 。 
相同 。 实 时 定量 PCR 反应 体系 为 : 19.1 uL NZK 2.2 ” 狼 猴 组 织 大 麻 素 受 体 与 阿片 受 体 mRNA 的 表达 
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猕猴 体内 ,大麻 素 受 体 1 (CNR1) 在 脾脏 及 其 余 
脑 区 内 都 表达 ， 而 大 麻 素 受 体 2 (CNR2) 只 在 脾脏 内 
有 表达 (图 2b,c)。 阿 片 受 体 , p 受 体 在 各 个 脑 区 和 脾 
脏 表达 (图 2d); k 受 体 在 皮质 、 小 脑 、 脑 干 、 桨 艇 中 
表达 , 在 海马 与 脾脏 中 不 表达 见 图 2; 与 < 受 体 














28 S 











图 1 检查 RNA 的 质量 














Fig. 1 Quality control of the total RNA extracted 
图 为 2% SNARES total RNA 电泳 图 , 点 样 孔 所 上 样品 来 源 依 次 是 1: 
皮质 ; 2: 小 脑 ; 3: 脑 干 ; 4: 海马 ; 5: “ARE; 6: 脾脏 ; 7: 脾脏 ; 8 marker(D2000)。 


The total RNA were separated by gel electrophoresis in 2% agarose. 1: 
































cortex; 2: cerebellum; 3: brain stem; 4: hippocampus; 5: spinal cord; 6: 


spleen; 7: spleen; 8: marker (D2000). 

















不 同 ,8 受 体 在 海马 有 表达 ,其 余 各 处 未 检测 到 表达 
(图 2e)。 实 时 定量 PCR 结果 与 半 定 量 PCR 结果 一 
致 (图 2g)。 
2.3 ” 树 哆 组 织 大 麻 素 受 体 与 阿片 受 体 mRNA 的 表达 
同样 以 通用 引物 扩 增 树 购 组 织 来 源 的 cDNA, 
两 种 大 麻 素 和 hu 型 阿片 受 体 引物 有 扩 增 产物 ， 且 扩 
增长 度 与 猕猴 组 织 cDNA 扩 增 得 到 的 产物 长 度 
致 。 为 了 进一步 确定 所 得 的 PCR 产物 是 目的 基因 ， 
对 PCR 产物 进行 测序 , 测序 结果 如 表 2。 测 序 结果 
与 GenBank 中 的 转录 本 进行 BLAST(Basic Local 
Alignment Search Tool) 比 对 ，CNR1 BLAST 比 对 ， 
选取 测序 可 信 区 域 89nt 用 BLAST 工具 进行 序列 比 
对 , 发 现 质询 范围 达到 的 88% 时 , 该 序列 与 小 鼠 和 
大 鼠 序列 相似 度 到 达 98%, 质询 范围 达到 91% 时 ， 
与 人 和 猴 的 序列 相似 度 也 达到 95%。 与 其 他 物种 的 
大 麻 素 受 体 1 的 序列 相似 度 也 较 高 ， 最 低 相 似 度 是 
929%6( 更 格 卢 鼠 属 )， 同 时 没有 发 现 除 大 麻 素 受 体 1 
的 其 他 基因 比 对 上 ; CNR2 BLAST 比 对 , 选取 测序 
可 信 区 域 236 nt 比 对 ， 质 询 范 围 达 到 97% 时 , 与 人 
的 相似 度 达 到 96%， 而 质询 范围 达 为 97% 时 , 与 猕 
猴 的 相似 度 达 到 了 93%， 质 询 范 围 为 到 94%, 与 小 
鼠 的 相似 度 达 到 82%， 同 时 未 发 现 有 其 他 基因 比 对 
E; MOPR BLAST 比 对 结果 , 选取 测序 可 信 区 域 
175 nt, 用 BLAST 工具 进行 序列 比 对 ， 质 询 范 围 达 
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到 99% 时 , 与 人 和 猕猴 的 序列 相似 度 分 别 到 达 94% 
和 9396, 而 与 大 鼠 和 小 鼠 的 相似 度 分 别 达到 91% 和 
88%， 同 时 亦 未 发 现 其 他 任何 基因 比 对 上 。 这 表明 
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50 日 大 麻 素 受 体 2 (CNR2) 
目 h 型 阿片 受 体 (MOPR) 
40 和 6 型 阿片 受 体 (DOPR) 
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相对 表达 量 Relative expression (g) 
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2 ”猕猴 大 有 麻 素 和 阿片 受 体 mRNA 组 织 间 相 对 表达 情况 
Fig.2 Relative expression of cannabinoid and opioid 
receptors mRNA in the tissues of Macaca mulatta 
1: 皮质 ; 2: 小 脑 ; 3: IAF; 4: 海马 ; 5: Attia; 6: 脾脏 ; 7: 阴性 对 照 (水 ); 
8: marker (D20000). a: B-actin (100 bp)， 内 参 表达 ; b: 大 麻 素 受 体 1 
(CNR1, 140 bp); c: 大 麻 素 受 体 2 (CNR2, 259 bp); d: h 型 阿片 受 体 
(MOPR, 230 bp); e: 8 型 阿片 受 体 (DOPR, 217 bp); f: x 型 阿片 受 体 表达 
(KOPR, 127 bp; 8g: 实 时 定量 PCR 结果 。 采 用 AACt 相 对 定量 的 方法 , 将 
脾脏 中 CNR1、MOPR、DOPR 受 体 表达 量 设 定 为 1, 小 脑 中 CNR2、KOPR 
受 体 表达 量 设 定 为 1。 柱 形 图 显示 各 受 体 在 猕猴 6 种 组 织 中 的 分 布 情况 和 
相对 表达 量 。 
1: cortex; 2: cerebellum; 3: brain stem; 4: hippocampus; 5: spinal cord; 6: 
spleen; 7: negative control (H20); 8: DNA marker (D2000). a: B-actin (100 
bp); b:CNRI (140 bp); c: CNR2 (259 bp); d: MOPR (230 bp); e:DOPR (217 
bp) ; £ KOPR (127 bp); g: The results of the real-time quantitative PCR 
analysis, The expression of CNR1, MOPR, DOPR in spleen was set to 1 and 
the expression of CNR2 and KOPR in cerebellum was set as 1 as well, The 



























































picture showed the relative expressions of each receptor in the six tissues of 


Macaca mulatta. 
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表 2 树 哆 三 类 受 体 PCR 产物 测序 结果 
Tab.2 The PCR products sequencing results of three receptors of Tupaia belangeri 
PCR 产物 测序 结果 PCR products sequencing results (5'—>3') 
GCCCCTTACCGATCTCTATACTCTGAGGAGCAGGACCTGAGACATGC 
大 麻 素 受 体 1 (CNR1) TTTCCGGAGCATGTTCCCCTCGTGTGAAGGCACTGCGCAACCTCTGG 
ATAACAGCATGGGGGACTCA 
GTTCAGCTACTGACAAGCGTGACTATGACCTTCACAAGCCTCTGTAGGT 
AGGCTCCTGCTGAACGCCATTGACCGATACCTCTGCCTGCGCTATCCAC 
大 麻 素 受 体 2 (CNR2) CTTCCTACAAAGCTCTGCTCACCCGTGGAAGGGCACTGGTCACCCTGG 
GCATCATGTGGGTCCTCTCAGCACTAGTGTCCTACCTGCCCTCATGGGA 
TAGACTTGCTGTCCCAGGCCCTGCTCTGAGCTTTTCCCACTGATCCACAA 
CGCGTTAACGTATCGATGGAGATCACGATCTTGCAAGGATGGTTCCAAA 
CGGCCACGTTCCCATTAGGTAATTGACACTCTGGAAGGGCAGGGTACTT 
u 型 阿片 受 体 (MOPR) GTTGCTAAAGCGTCTGCCAGGGCAAGGTTGAAAATGTAGATGTTGGTGG 
CAGTCTTCATTTTGGTGTATCTGACAATCACGTACATGACCAGGAAGTTT 
CCGAAGAA 
表 3 各 受 体 mRNA 在 猕猴 与 树 胸 神经 系统 和 免疫 系统 主要 组 织 表 达 情 况 
Tab.3 Expression profiles of the receptors at mRNA level in the nervous and immune systems of 
Macaca mulatta and Tupaia belangeri 
物种 和 组 织 Species and tissues KR Zk Cannabinoid receptors 阿片 受 体 Opioid receptors 
CNRI CNR2 MOPR DOPR KOPR 
猕猴 Macaca mulatta 
皮质 Cortex +++ = + E 2 
小 脑 Cerebellum 十 十 一 十 = + 
Iki F Brain stem ++ = ++ = 十 
海马 Hip + 一 十 ++ 一 
Ffi Spinal cord + 一 +++ 一 十 
脾脏 Spleen 十 m re 二 B 
PUR] Tupaia belangeri 
皮质 Cortex + + He zs T 
小 脑 Cerebellum 十 十 ++ 5 B 
Iki F Brain stem + + + = = 
海马 Hip + + + B - 
Tfi Spinal cord 十 + 十 十 十 一 一 
脾脏 Spleen - + F - T 
+: mRNA 表达 (Positive mRNA expression); -: mRNA 不 表达 (Negative mRNA expression). 
dM 3E x cs T oe ‘ NR 5 E 
三 种 扩 增 产物 序列 与 目的 基因 的 同 源 基因 序列 社会 健康 问题 。 毒 品 成 疗 涉 及 多 个 神经 受 体 ， 如 大 
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到 的 PCR 产物 就 是 来 源 于 对 目的 基 
PCR 检测 树 鸥 组织 
IERIE 1 (CNRD 除 在 脾脏 外 , 其 
BRS SK 2 (CNR2) 在 各 个 脑 区 , 包 
(图 4b,c); 而 阿片 受 体 ， 仅 检测 到 nu 受 体 的 在 各 
其 余 二 类 阿片 受 体 无 检测 到 表达 
4d, e, f) KH EE PCR 结果 与 半 定 量 PCR £i 
致 (图 4g)。 
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受 体 的 表达 情况 。 脾 脏 含 有 各 型 免疫 
器 官 中 最 具 代 
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4) Ati, X A A RE m AR 
理 有 实际 意义 。 逆 转录 PCR(RT- 
表达 的 常用 方法 ， 
题 应 用 半 定 量 和 定量 RT-PCR 
欧 神 经 系统 和 人 免疫 系统 组 织 ! 








响 机 体 免疫 功能 。 
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神 损伤 及 免疫 异常 机 
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用 脾脏 作为 免疫 系统 的 代表 。 我 们 的 结果 表明 : Jk 
猴 体 内 大 麻 素 受 体 1 (CNRI) mRNA 在 各 个 脑 区 和 
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Sequences producing significant alignments: 





AYS22555.1 Mus musculus striatal cannabinoid receptor type 1 protein (Cnr1) gei 141 141 88% Se-31 98% 

AYS22554.1 Mus musculus striatal cannabinoid receptor type 1 protein (Cnri) mR 141 141 88% Se-31 98% [U G| 
NM 007726.3 Mus musculus cannabinoid receptor 1 (brain) (Cnr1), mRNA 141 141 88% 5e-31 98% [U EGM| 
BCO079564.1 Mus musculus cannabinoid receptor 1 (brain), mRNA (cDNA clone MG 141 141 88% Se-31 98% IU EG] 
BC075644.1 Mus musculus cannabinoid receptor 1 (brain), mRNA (cDNA clone IM/ 141 141 88% Se-31 98% [U E G| 
BC070447.1 Mus musculus cannabinoid receptor 1 (brain), mRNA (cDNA clone MG 141 141 88% 5e-31 98% |U E G] 
AK139417.1 Mus musculus 10 days neonate cortex cDNA, RIKEN full-length enrict 14i 141 88% 5e-31 98% |U E G| 
U17985.1 Mus musculus brain-type cannabinoid receptor mRNA, complete cds 141 141 88% Se-31 98% [U E G| 
Y18374.1 Mus musculus gene encoding cannabinoid CB1 receptor 141 141 88% Se-31 98% [E G| 
BX005292.13 Mouse DNA sequence from clone RP24-407G18 on chromosome 4 Cor 141 141 88% 5e-31 98% 

AF153345.1 Mus musculus CB1 cannabinoid receptor (Cnr1) mRNA, complete cds 141 141 88% Se-31 98% |U E G| 
NM 012784.4 Rattus norvegicus cannabinoid receptor 1 (brain) (Cnr1), mRNA »eml 141 141 88% 5e-31 98% [U E G| 
U40395.1 Rattus norvegicus neuronal cannabinoid receptor (CB1) mRNA, compl 141 141 88% 5e-31 98% [U E G| 
U40709.1 Mus musculus neuronal cannabinoid receptor (CB1) mRNA, complete 141 141 88% 5e-31 98% [U E G|] 
U22948.1 Mus musculus CB1 cannabinoid receptor gene, complete cds 141 141 88% Se-31 98% [E G| 
XM 002746806.1 PREDICTED: Callithrix jacchus cannabinoid receptor 1 (brain), transci 134 134 91% 9e-29 96% [GM] 
XM 746805.1 PREDICTED: Callithrix jacchus cannabinoid receptor 1 (brain), transcı 134 134 91% 9e-29 96% [GM] 
XM 002746804.1 PREDICTED: Callithrix jacchus cannabinoid receptor 1 (brain), transcı 134 134 91% 9e-29 96% [GM] 
XM 002746803.1 PREDICTED: Callithrix jacchus cannabinoid receptor 1 (brain), transcı 134 134 91% 9e-29 96% [GM] 
XM 002714573.1 PREDICTED: Oryctolagus cuniculus cannabinoid receptor 1-like, trans 134 134 91% 9e-29 96% [GM] 
XM 002714572.1 PREDICTED: Oryctolagus cuniculus cannabinoid receptor 1-like, trans 34 134 91% 9e-29 96% [GM] 
DQ355990.2 Cavia porcellus cannabinoid 1 receptor mRNA, partial cds i34 134 9196 9e-29 96% [3 
XM 002817137.1 PREDICTED: Pongo abelii cannabinoid receptor 1-like, transcript varia 128 128 91% 4e-27 95% [UGM] 
XM 002817136.1 PREDICTED: Pongo abelii cannabinoid receptor 1-like, transcript variz 128 128 91% 4e-27 95% [U GM] 
XM 002817135.1 PREDICTED: Pongo abelii cannabinoid receptor 1-like, transcript variz 128 128 91% 4e-27 95% [UGM] 
YM 009817124 1 | nocrvrrrmEnm。 Nannan ahali rannahinnid eacnnker 1-ikn trannrrint sari- 128 198 aron 45-97 ason rem 


Sequences producing significant alignments: 











XM 001105018.2 PREDICTED: Macaca mulatta cannabinoid receptor 2 (macrophage) ( 270 270 91% 2e-69 95% 

AC192160.5 Pan troglodytes BAC clone CH251-488P14 from chromosome 1, comp 254 254 93% 2e-64 93% 
XM_001166334.1 PREDICTED: Pan troglodytes cannabinoid receptor 2 (macrophage), | 254 254 93% 2e-64 93% [GM] 
XM 01. PREDICTED: Pan troglodytes cannabinoid receptor 2 (macrophage), 1 254 254 93% 2e-64 93% [GM] 
XM 002811294.1 PREDICTED: Pongo abelii cannabinoid receptor 2 (macrophage) (CNR: 252 252 91% 6e-64 94% [GM] 
AB463463.1 Synthetic construct DNA, clone: pF1KB7157, Homo sapiens CNR2 gel 248 248 93% 8e-63 93% 

NM 001841.2 Homo sapiens cannabinoid receptor 2 (macrophage) (CNR2), mRNA 248 248 93% 8e-63 93% [U E GM| 
AL590609.15 Human DNA sequence from clone RP11-4M23 on chromosome 1 Cont 4: 248 93% 8e-63 93% 日 
AY242132.1 Homo sapiens cannabinoid receptor 2 (CNR2) gene, complete cds 248 248 93% 8e-63 93% Ha 
AM156854.1 Homo sapiens partial mRNA for cannabinoid receptor 2 (CNR2 gene) 248 248 93% 8e-63 93% [U E G| 
AJ430064.1 Homo sapiens CNR2 gene for peripheral cannabinoid receptor CB2 248 248 93% 8e-63 93% [E G| 
A3430063.1 Homo sapiens mRNA for peripheral cannabinoid receptor CB2 (CNR2 q 248 248 93% 8e-63 93% |U E G| 
X74328.1 H.sapiens mRNA for CB2 (peripheral) cannabinoid receptor 248 248 93% 8e-63 9% | [US 
EUS17121.1 Homo sapiens testis-dominant CNR2 isoform CB2 (CNR2) mRNA, comp 243 243 93% 4e-61 92% [U G| 
CU686989.1 Synthetic construct Homo sapiens gateway clone IMAGE:100022674 4: 243 93% 4e-61 92% 

BC074767.2 Homo sapiens cannabinoid receptor 2 (macrophage), mRNA (cDNA ch 243 243 93% 4e-61 92% 
BC069722.1 Homo sapiens cannabinoid receptor 2 (macrophage), mRNA (cDNA cli 243 243 93% 4e-61 92% IUE GI 
AM156855.1 Homo sapiens partial mRNA for cannabinoid receptor 2 (CNR2 gene), 243 243 93% 4e-61 92% [U E G| 
BC095545.1 Homo sapiens cannabinoid receptor 2 (macrophage), MRNA (cDNA ch 237 237 93% 2e-59 91% [U E G| 
AM156856.1 Homo sapiens partial mRNA for cannabinoid receptor 2 (CNR2 gene), 237 237 93% 2e-59 91% [U E G| 
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Sequences producing significant alignments: 





XM 002817504.1 PREDICTED: Pongo abelii mu-type opioid receptor-like, transcript var 267 267 99% 2e-68 94% [GM] 
XM 002817503.1 PREDICTED: Pongo abelii mu-type opioid receptor-like, transcript var 267 267 99% 2e-68 94% [GM] 
XM 002817502.1 PREDICTED: Pongo abelii mu-type opioid receptor-like, transcript var 267 267 99% 2e-68 94% [GM 
XM 003121140.1 PREDICTED: Sus scrofa mu-type opioid receptor-like (LOC100514882 263 263 98% 3e-67 94% [GM] 
138645.1 Sus scrofa mu opioid receptor mRNA, complete cds 263 263 98% 3e-67 94% ma 
AB590577.1 Synthetic construct DNA, clone: pFN21AB6696, Homo sapiens OPRM 261 261 99% 9e-67 93% 

NG 021208. Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), RefSeqGene on chrom: 6 261 99% 9e-67 93% 

GQ258059.1 Homo sapiens opioid receptor mu 1 transcript variant hMOR- 1JL (OPF 261 261 99% 9e-67 93% [U G| 
NM 001145283.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 s% Tem 
NM 001145282.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 93% [U G M| 
NM 001145286.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 93% iu GMI 
NM 001145287.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 s% Tem 
NM 001145284.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR — 26: 261 99% 9e-67 93% [U G M| 
NM 001145281.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 93% [U GM] 
NM 001145280.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 93% [U GMI 
NM 001145279.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 93% [U GM] 
NM 001008504.2 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 93% |UE GM| 
NM 000914.3 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 93% UTI 
NM 001145285.1 Homo sapiens opioid receptor, mu 1 (OPRM1), transcript variant MOR 261 261 99% 9e-67 93% ET 
AL136444.16 Human DNA sequence from clone RP3-366F13 on chromosome 6, con 261 261 99% 9e-67 93% 日 
EU340243.1 Homo sapiens mu opioid receptor splice variant hMOR-1G2 (OPRM1) 1 261 261 99% 9e-67 93% [Tg 
EU340242.1 Homo sapiens mu opioid receptor splice variant hMOR- 161 (OPRM1) r 261 261 99% 9e-67 93% ju G| 
EU340241.1 Homo sapiens mu opioid receptor splice variant hMOR- 1i (OPRM1) mF 261 261 99% 9e-67 [U G| 
AK313901.1 Homo sapiens cDNA, FLJ94538, highly similar to Homo sapiens opioid 261 261 99% 9e-67 ma 
EF666090.1 Homo sapiens mu opioid receptor splice variant hMOR- 1K1 (OPRM1) r 261 261 99% 9e-67 os 








图 3 BA RAR SET KRESE 2 及 h 型 阿片 受 体 PCR 产物 测序 得 到 的 序列 ， 与 GeneBank 
中 的 所 有 已 有 物种 的 全 部 转录 本 通过 BLAST 进行 序列 比 对 的 结果 
Fig.3 Comparison of the CNR1, CNR2 and MOPR sequences obtained from the tissues of Tupaia belangeri with the GeneBank 
transcription database using the BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
a: CNRI BLAST 比 对 结果 ; b: CNR2 BLAST 比 对 结果 ; c: MOPR BLAST 比 对 结果 (由 于 截图 区 域 有 限 ， 少 部 分 物种 比 对 结果 未 显示 )。 
a: the comparative results of CNR1; b: the comparative results of CNR2; c: the comparative results of MOPR. 
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图 4 树 网 大 麻 素 受 体 与 阿片 受 体 mRNA 组 织 间 相 对 
表达 情况 
Fig.4 Relative expression of the cannbinoid receptors and opioid 
receptors mRNA in the tissues of Tupaia belangeri 

1: 皮质 ; 2: 小 脑 ; 3: 脑 干 ; 4: 海马 ; 5: AMR; 6: 脾脏 ; 7: 阳性 对 照 ( 基 
因 组 DNA 或 猕猴 cDNA); 8: 阴性 对 照 (水 ); 9: marker(D20000)。a: 内 
参 B-actin (100 bp); b: 大 麻 素 受 体 1(NCRI, 140 bp); c: 大 麻 素 受 体 
2(NCR2, 259 bp); d: 4 型 阿片 受 体 IMOPR, 230 bp); e: 8 型 阿片 受 体 
(DOPR, 217 bp); f: x 型 阿片 受 体 表达 (KOPR, 127 bp); g: 实时 定量 PCR 
结果 . 采用 AACt 相对 定量 的 方法 ,将 脾脏 中 CNR2 和 MOPR 表达 量 设 
定 为 1, 将 小 脑 中 CNR1 表达 量 设 定 为 1. 柱 形 图 显示 受 体 在 树 购 6 种 组 
织 中 的 分 布 情况 和 相对 表达 量 。 


mRNA in the tissues of Tupaia belangeri tissues. 1: cortex; 2: cerebellum; 3: 















































brain stem; 4: hippocampus; 5: spinal cord; 6: spleen; 7: positive control 
(treeshrew genomic DNA or macaca cDNA); 8: negative control(H,O); 9: 
marker(D2000). a: B-actin(100 bp); b: CNR1(140 bp); c: CNR2 (259 bp); d: 
MOPR(230bp); e: DOPR (217bp); f: KOPR (127 bp); g: The results of the 
quantitative real-time PCR analysis. The expressions of CNR2 and MOPR 
in spleen were set to 1 and the expression of CNR1 was set to 1 as well. The 
picture showed the relative expression levels of each receptor in the six 
tissues of T. belangeri. 


EER XA, TU RSS SZ LK 2 (CNR2) mRNA fX 
检测 到 在 外 周 的 脾脏 表达 ; 在 树 网 体内 大 麻 素 受 体 
1 除 在 脾脏 外 ,在 各 个 脑 区 也 均 有 表达 ,这 与 猕猴 











RPG IR, 而 大 麻 素 受 体 2 在 树 鹃 各 个 组 织 中 均 有 
表达 , 与 猕猴 相 比 差别 较 大 。 阿片 受 体 mRNA 在 树 
哆 体内 表达 模式 相对 简单 ， 只 检测 到 有 mu 型 阿片 
受 体 (MOPR)mRNA 表达 , 5 型 和 xk 型 两 种 阿片 受 体 
在 各 个 组 织 没 有 检测 到 表达 。 相 比 于 树 移 ,猕猴 体 
内 阿片 受 体 表达 情况 较为 复杂 , p p j 
(MOPR) 与 树 购 表达 情况 一 样 , 在 这 几 个 组 织 中 均 
表达 ， 而 8 型 阿片 受 体 DOPRJ) 只 在 海马 表达 ， fk 型 受 
体 区 OPR) mRNA 在 皮质 、 小 脑 、 脑 干 和 浴 髓 处 表 
达 。 除 了 表达 外 ,同一 受 体 在 不 同 的 组 织 中 表达 量 也 
ASA I], BLA ERR SER 1 在 猴 各 脑 区 中 表达 丰 度 ， 
高 于 疹 髓 与 脾脏 ; 型 阿片 受 体 IMOPR)mRNA 在 狂 
猴 的 疹 髓 表达 最 高 ， 其 次 是 脑 干 、 海 马 、 小 脑 、 皮 
J, 表达 最 低 的 是 脾脏 。 同一 受 体 的 mRNA 在 不 同 
的 物种 表达 模式 也 有 区 别 , 例如 大 麻 素 受 体 2 E 
MEK) 6 类 组 织 中 均 有 表达 , 但 在 猴 的 组 织 当 中 仅 有 
外 周 的 脾脏 表达 。 再 有 xk 型 阿片 受 体 (KOPR)mRNA 
在 猕猴 的 皮质 、 小 脑 、 脑 干 、 将 髓 有 表达 , 但 是 在 
树 网 体内 这 四 种 器 官 当中 均 没 有 检测 到 表达 。 这 些 
结果 说 明 各 类 受 体 表 达 方 式 是 很 复杂 的 ,这 可 能 跟 
物种 生存 环境 ， 遗传 进 化 因素 等 有 关 。 

由 于 进化 地 位 高 低 , 物种 之 间 同 一 受 体 表达 谱 
各 异 。 人 的 大 麻 素 受 体 1 在 脑 在 广泛 表达 , 主要 在 
于 突 触 前 神经 元 上 , 调节 神经 元 的 兴奋 性 ; ZEAE A 
经 元 , 同样 有 大 麻 受 体 1 的 分 布 , 参与 感觉 传递 ; 
免疫 系统 组 织 尚 未 发 现 有 其 分 布 。 人 大 麻 素 受 体 2 
主要 分 布 于 免疫 系统 组 织 、 细 胞 当中 ,参与 免疫 调 
节 、 炎 症 反 应 等 生理 病理 过 程 ; 正常 状态 下 ， 脑 和 
将 髓 中 分 布 较 少 , 主要 存在 于 胶 质 细胞 中 ; 病理 过 
程 时 (炎症 反应 ), 含量 会 增加 (Onaivi et al, 2006; 
Emmanuel, 2006). = Bal Fr 5 dE AJin SF np A 
有 表达 , 在 免疫 系统 组 织 、 细 胞 中 亦 有 分 布 (Perry et 
al, 2004; Sharp, 2006)。 鼠 的 大 麻 素 受 体 1 主要 分 布 
于 脑 区 和 将 人 的 神经 元 突 触 上 ,我 们 实验 发 现 脾脏 
中 也 有 较 低 的 大 麻 素 受 体 1 的 表达 ; 大 麻 素 受 体 2 
作为 免疫 系统 的 特有 的 大 麻 素 受 体 类 型 , 广泛 存在 
于 鼠 免疫 相关 的 细胞 当中 , 现在 研究 也 发 现 功能 性 
的 大 麻 素 受 体 2 也 分 布 在 鼠 的 很 多 脑 区 (大 脑 皮 质 、 
EIS. ES SEERA Be) a A RS Ho 
桥 )， 参 与 了 某 些 生理 病理 过 程 。 三 种 阿片 受 体 的 在 
鼠 体内 表达 相对 而 言 都 较为 丰富 ,正常 情况 下 都 存 
在 于 脑 区 、 痊 髓 免疫 细胞 当中 (Bagnoli et al, 2003; 
Wu et al, 2009), 机 体 应 激 状 态 下 表达 会 随 之 发 生 改 






















































































































































































38 动 学 


变 , 协调 机 体 对 外 界 环境 的 适应 (Sharp, 2006). 

总 体 看 来 ， 猕猴 体内 无 论 是 大 麻 素 受 体 还 是 阿 
片 受 体 表 达 模 式 均 与 人 更 为 接近 。 树 网 体内 大 麻 受 
体 表达 模式 与 人 基本 相同 , 而 三 类 (nu、Kk、8) 阿 片 
受 体 ， 只 检测 到 y 型 受 体 的 表达 ,其 他 两 种 阿片 受 
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序列 可 能 会 与 通用 引物 存在 不 匹配 的 情况 ， 从 而 导 
致 PCR 检测 失败 ， 所 以 对 于 这 两 类 受 体 的 表达 仍 要 
进一步 确定 。 我 们 还 明确 指出 , mRNA 的 表达 情况 
只 是 从 一 个 方面 反映 其 对 应 的 基因 的 表达 情况 ,有 
时 mRNA 表达 量 并 不 一 定 真 实 反 应 基因 编码 的 蛋 



















































































体 在 任何 组 织 中 均 未 检测 到 有 其 mRNA 表达 ,这 与 
人 相差 较 大 。 这 可 能 意味 着 树 哆 的 阿片 受 体 的 表达 
SAMARIA, 更 有 选择 性 。 在 进化 地 位 上 ， 
大 肝 素 受 体 可 能 更 为 保守 ,参与 基本 的 神经 活动 
CRE BOM Jii mo Pee. REIL), 而 阿片 受 体 可 能 
与 与 灵 长 类 高 级 认 知 功能 (学 习 记 忆 、 认 知 创造 、 
复杂 情绪 等 ) 关 系 更 为 密切 。 与 树 哆 相 比 ,猕猴 大 麻 
素 受 体 与 阿片 受 体 表 达 与 人 较为 接近 ,这 反映 了 猕 
猴 的 进化 地 位 更 高 ， 受 体 表 达 模 式 与 人 更 为 相似 ; 





































































































白质 的 含量 ， 更 不 能 反映 其 蛋白 定位 。 另 外 ,对 大 
麻 素 与 阿片 受 体 在 免疫 系统 中 表达 情况 , 我 们 只 检 
测 了 有 代表 性 ， 且 取材 相对 容易 的 脾脏 ， 而 对 其 他 
免疫 器 官 如 胸腺 、 骨 茵 ,对 特定 免疫 细胞 , 如 T 淋 
巴 细胞 、B 淋巴 细胞 、 树 突 状 细胞 、K 细胞 、NK 
细胞 等 的 表达 此 研究 尚未 涉及 ,这 将 限制 神经 免疫 
学 的 研究 。 因此 ， 下 一 步 将 通过 Rapid Amplification 
of cDNA End (RACE) 等 方法 获取 受 体 基因 的 
cDNA ERK, HE, RAWIRI, RARA 
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但 也 应 当 看 猕猴 体内 大 麻 素 受 体 2 仅 表达 于 脾脏 。 
这 与 人 不 同 AND A ADRESSE 2 的 表达 ,这 提 
示 我 们 大 麻 素 受 体 2 在 进化 过 程 中 最 初 的 组 织 起 源 
可 能 是 免疫 系统 组 织 , 随 着 进化 过 程 的 发 展 逐 渐 表 
达 于 神经 系统 , 连结 神经 免疫 两 大 系统 ,并 在 神经 
免疫 的 过 程 中 发 挥 作用 。 
本 实验 由 于 通用 引物 设计 过 程 中 引物 对 的 选 
择 余 地 不 足 ,， 所 用 的 通用 引物 没有 检测 到 8 型 和 w 
型 两 种 阿片 受 体 在 树 网 各 个 组 织 的 表达 。 尽 管 通用 
引物 可 以 扩 增 包括 人 、 儿 猴 、 大 鼠 、 小 鼠 等 多 种 物 
种 的 CDNA, 但 是 仍 不 能 排除 在 树 欧 体内 两 类 受 体 
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性 的 蛋白 ， 制 备 相应 抗体 ， 进 而 对 这 几 种 重要 的 受 
体 在 神经 系统 /免疫 系统 各 类 组 织 , 包括 具体 不 同 
类 型 细胞 在 mRNA 和 和 蛋白 质 两 种 水 平 上 进行 深入 
研究 ， 以 期 全 面 认识 猕猴 和 树 欧 ,更 好 地 开发 利用 
这 些 动物 资源 用 于 人 类 疾病 的 研究 。 
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熊 猴 存在 TRIMS/TRIMCyp 杂 合 子 基因 型 
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摘要 : 缺乏 合适 的 动物 模型 是 制约 艾滋 病 研 究 取得 重大 突破 的 关键 瓶颈 之 一 。 细 胞 内 的 抗 病毒 蛋白 被 称 为 限 
1 因子 。 研 究 不 同 灵 长 类 动物 抗 HIV-1 宿主 限制 因子 的 存在 形式 及 作 "nre AIDS 灵 长 类 动物 模型 


分 重要 的 意义 。TRIMS5a 是 哺乳 动物 细胞 中 一 种 重要 和 关键 的 限制 因子 ， 它 以 物种 依赖 的 方式 限制 包括 HIV-1 
在 内 的 逆转 录 病 毒 的 感染 。7RIM5-Cyp4 融合 基因 wuchs 大 陆 猴 中 的 一 种 独特 的 TRIMS 基因 形式 。 
为 了 研究 不 同 灵 长 类 动物 TRIMS 基因 的 存在 方式 ， 该 文 对 能 猴 、 藏 疯 猴 、 红 面 猴 及 中 国 恒 河 猴 4 个 物种 共 110 只 
灵 长 类 动物 进行 了 TRIMS-CypA 融合 模式 的 研究 pera panne ^: TRIMS-CypA 基因 融合 现象 。 熊 猴 TRIMCyp 
融合 基因 形成 模式 类 似 于 北平 项 猴 TRIMCyp 融合 基因 模式 ， 即 CypA 假 基 因 的 CDNA 序列 通过 逆转 座 方 式 插入 到 
TRIMS 基因 的 3-UTR 区 域 。 基 因 序 列 分 析 表 明 ， 该 基因 与 北平 顶 猴 相应 基因 序列 高 度 相似 ; 并 且 其 TRIMS AS 
子 6 的 3"- 前 接 位 点 也 相应 存在 G-to-T 突变 现象 (GT)。 这 提示 能 猴 也 极 有 可 能 像 北 平 顶 猴 一 样 表 达 TRIM5-CypA 
融合 蛋白 ， 从 而 导致 驴 猴 可 能 跟 北平 顶 猴 一 样 可 能 被 HIV-1 感染 。 因 此 ， 熊 猴 极 有 希望 成 为 一 种 新 的 HIV/AIDS 
灵 长 类 动物 模型 。 


关键 词 : 能 猴 ; 限制 因子 ; TRIMSa; TRIMS-CypA 融合 基因 ; 杂 合 子 基因 型 ; HIV; 动物 模型 
中 图 分 类 号 : R-332; Q959.848; R512.91 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)01-0040-10 
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Identification of the TRIM5/TRIMCyp heterozygous 
genotype in Macaca assamensis 


CAO Guang" 4, NIE Wen-Hui’, LIU Feng-Liang" *, KUANG Yi-Qun' ^, 
WANG Jin-Huan’, SU Wei-Ting” ZHENG Yong-Tang" ^" 


(1. Key laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms of the Chinese Academy of Sciences &Yunnan Province, Kunming Institute of Zoology, 
the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China; 2. State Key Laboratory of Genetic Resources and Evolution, Kunming Institute of Zoology, the 
Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China; 3.Kunming Primate Research Center of Chinese Academy of Sciences, Kunming Institute of Zoology, 
the Chinese Academy of Sciences, Kunming, Yunnan 650223, China; 4. Graduate School of the Chinese Academy of Science, Beijing 100049, China) 


Abstract: The lack of appropriate animal models that utilizes HIV-1 as the challenge virus is a major impediment to 
HIV/AIDS research. A major reason underlying the inability of HIV-1 to replicate in nonhuman primate cells is the 
existence of host antiviral restriction factors. The intrinsic antiviral proteins in host cells are described as restriction 
factors. The understanding of restriction factors and their mechanism in different primates would undoubtedly facilitate 
the development of HIV/AIDS animal models. TRIM5a is an important restriction factor and can restrict the infection of 
several retroviruses including HIV-1 in a species-specific fashion. TRIM5-cyclophilin A (TRIMCyp) gene is an unusual 
TRIMS locus found in New World and Old World monkeys. The different TRIMCyp genotypes of four primates (110 
samples) including assam macaque (Macaca assamensis), tibetan macaque (M. thibetana), stump-tailed macaque (M. 
arctoides) and Chinese rhesus macaques (M. mulatta) were studied in this paper. We firstly found that TRIM5-CypA 
fusion gene exist in M. assamensis. The TRIMCyp of M. assamensis also results from the retrotransposition of CypA 
pseudogene cDNA into 3'-UTR of TRIMS gene like TRIMCyp of M. leonina. Moreover, there is an extremely high 
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sequence homology between TRIMCyp genes from M. assamensis and M. leonina. Besides, we also found the G-to-T 
mutation (G/T) in the 3'splicing site of TRIMS intron 6, which was identical to M. leonina. These results indicate M. 
assamensis may also encode TRIMCyp protein like M. leonine, which imply M. assamensis might be infected by HIV-1. 
Therefore, it is very possible that M. assamensis will be used as a new HIV/AIDS animal model. 


Key words: Macaca assamensis; Restriction factor; TRIM5 a; TRIMCyp; Heterozygous genotype; HIV; Animal model 








艾滋 病 ， 又 称 为 获得 性 免疫 缺陷 综合 症 
(acquired immunodeficiency syndrome, AIDS), 是 一 
种 由 人 类 免疫 缺陷 病毒 (human immunodeficiency 





键 的 限制 因子 , 它 以 一 种 物种 依赖 的 方式 限制 包括 
HIV-1 在 内 的 逆转 录 病 毒 的 感染 (Tang et al, 2009). 
TRIM5a 分 子 是 三 重 模 体 蛋白 大 家 族 的 成 员 。TRIM 























virus，HIV) 感 染 引 起 的 致死 性 传染 病 。HIV 病毒 属 
于 逆转 录 病 毒 科 慢 病 毒 属 是 一 种 RNA 病毒 。 
AIDS 严重 威胁 人 类 健康 和 影响 经 济 发 展 ， 加强 
HIV/AIDS 预防 、 诊 断 及 治疗 的 基础 和 应 用 研究 刻 
KRR. 缺乏 理想 或 合适 的 动物 模型 是 制约 艾滋 病 
究 取 得 重大 突破 的 关键 瓶颈 之 一 ,宿主 病毒 限制 
因子 (restriction factor) 的 存在 则 是 无 法 建立 理想 或 
合适 HIV/AIDS 动物 模型 的 重要 原因 之 一 。 

病毒 与 其 宿主 在 进化 过 程 中 已 共存 数 百 万 年 。 
病毒 通过 基因 突变 等 方式 逃避 宿主 的 防御 体系 ， 以 
利于 病毒 自身 的 复制 和 生存 。 宿 主 在 进化 过 程 中 也 
发 展 了 多 种 形式 的 天 然 免疫 和 特异 性 免疫 系统 ， 以 
抑制 病毒 在 体内 的 复制 , 清除 体内 病毒 及 病毒 感染 
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家 族 蛋 白 义 称 RBCC 蛋白 ， 因 所 有 TRIM EAR 
有 3 个 结构 域 RING、 B-box(es) 和 Coiled-coil 而 得 
名 (Towers, 2007)。TRIM5a 是 TRIMS 转录 产物 中 最 
长 的 选择 性 剪接 体 ,， 它 相 比 其 他 TRIMS 分 子 
(TRIMS5B, y. 8. £) (Xu et al, 2003) 及 其 他 TRIM 4 
白 家 族 成 员 在 C 末 端 多 了 1 个 B30.2/SPRY(SPla and 
RYanodine) 结构 域 (Stremlau et al, 2004) (图 1). 
TRIMS 同 源 物 不 仅 广 泛 存 在 于 包括 人 、 狼 、 旧 大 陆 
jk (Old World monkey) 及 新 大 陆 猴 (New World 
monkey) 等 多 种 灵 长 类 谱系 中 (Sawyer et al, 2005; 
Song et al, 2005), 而 且 在 其 他 哺乳 动物 ， 如 牛 (Si et 
al, 2006; Ylinen et al，2006) 和 兔子 (Schaller et al, 
2007) 等 中 也 存在 。 由 于 TRIM5a 分 子 的 存在 和 作用 ， 




















































































































的 细胞 ， 以 利于 宿主 自身 的 生存 。 细 胞 内 的 抗 病毒 
蛋白 被 称 为 限制 因子 。 通 过 一 些 天 然 免疫 分 子 或 限 
1 因子 来 限制 病毒 的 复制 是 灵 长 类 宿主 抗 病毒 机 
| 的 重要 组 成 部 分 。 在 灵 长 类 的 基因 组 中 ,， 有 一 些 
E 因 编码 上 共有 抗 病毒 作用 的 天 然 免疫 分 子 ， 在 宿 3 
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绝 大 部 分 旧 大 陆 猴 都 不 能 感染 HIV-1. 

YE A BaP, IUE (owl monkeys，Aotus) 是 
惟一 不 被 HIV-1 感染 的 灵 长 类 动物 。 人 研究 发 现 ， 麻 
猴 细 胞 中 存在 一 个 独特 的 TRIMS 基因 形式 ， 即 1 个 
LINE-1(long interspersed nuclear element 1) 逆 转 座 
























































抗 病毒 感染 中 具有 重要 作用 。 近 年 来 , 已 有 多 个 宿 
主 抗 病毒 限制 因子 被 陆续 发 现 ， 如 APOBEC3G 
(apolipoprotein B mRNA-editing catalytic 
polypeptides) (Sheehy et al, 2002). ZAP (zinc-finger 
antiviral protein) (Gao et al, 2002). TRIMSa (tripartite 
motif protein 5a) (Stremlau et al, 2004). TRIM28 
(Wolf & Goff, 2007) 和 Tetherin (Neil et al, 2008)55, 
它们 共同 形成 固有 免疫 (intrinsic immune) A 7R Ht 
新 内 容 (Bieniasz，2004)。 窒 主 抗 病毒 限制 因子 为 人 
们 研究 逆转 录 病 毒 的 发 病 机 制 和 抗 病毒 策略 提供 
了 全 新 的 思路 ,其 研究 是 AIDS 防治 研究 的 热点 和 
前 沿 领域 之 一 。 不 同 灵 长 类 动物 尤其 是 中 国产 灵 长 
类 动物 抗 HIV-1 宿主 限制 因子 的 存在 形式 、 多 态 性 
和 对 HIV-1 的 限制 作用 研究 将 对 建立 合适 的 新 型 
AIDS 灵 长 类 动物 模型 有 十 分 重要 的 意义 。 

TRM50 是 哺乳 动物 细胞 中 一 种 十 分 重要 和 关 
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子 (retrotransposon) 众 化 一 个 CypA (Cyclophilin AME 
基因 的 cDNA 序列 通过 逆转 座 的 方式 插入 到 
TRIMS EAI 7 和 第 8 外 显 子 之 间 的 内 含 子 中 ， 
从 而 形成 TRIMS-CypA 融合 基因 (Sayah et al, 2004; 
Nisole et al, 2004)( 图 1)。 由 于 细胞 内 的 CypA 能 
结合 HIV-1 衣 壳 蛋白 (capsid)(Luban et al, 1993; 
Franke et al, 1994; Thali et al, 1994), JEOfx ei^ f 
TRIMCyp iil 4 4 A (owl monkey TRIMS-CypA, 
omTRIMCyp) 可 以 通过 其 CypA 结构 域 与 进入 细胞 
的 病毒 衣 壳 相互 作用 ， 从 而 抑制 HIV-1 的 复制 
(Diaz-Griffero et al, 2006; Zhang et al, 2006; Li et al, 
2007). omTRIMCyp 融合 基因 的 同 源 物 存 在 于 订 猴 
属 (genus 4otus) 的 许多 物种 中 (Ribeiro et al, 2005), 
但 是 在 其 他 灵 长 类 谱系 及 新 大 陆 猴 的 其 他 属 中 均 
未 被 发 现 (Sayah et al, 2004; Ribeiro et al, 2005). 

在 旧 大 陆 猴 中 , 平 顶 猴 是 惟一 报道 可 以 感染 
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HIV-1 的 动物 。 我 们 在 对 平 顶 猴 群体 (M nemestrina 
group) 的 北平 顶 猴 Caorthern pig-tailed macaque, M. 
jeozizg) 进 行 研 究 时 ， 首 次 发 现 其 存在 着 与 麻 猴 相 
似 的 TRIMS-CypA 融合 基因 现象 , 我们 将 该 融合 基 
因 命名 为 npmTRIMCyp, 但 其 基因 融合 模式 和 表达 
剪接 方式 与 谭 猴 不 同 (Liao et al, 2007) (图 1)。 随 后 
国际 上 多 个 实验 室 证 实 了 我 们 的 实验 结果 并 随后 
ut, LEA TW. ERM. fascicularis) HEN Eta. 
河 猴 中 发 现 了 这 种 TRIMS-CypA 融合 基因 ,这 些 融 
合 基因 均 由 Cyp4 基 因 通 过 LINE-1 介 导 的 逆转 座 方 
式 搬入 到 TRIMS 基因 的 3' 端 或 下 游 形 成 ,它们 均 能 
经 转录 翻译 产生 由 TRIMS 的 第 2—6 外 显 子 和 完整 
CypA 结构 域 组 成 的 TRIMCyp 蛋白 (图 D)， 这 些 蛋 
白 均 不 能 限制 HIV-1 的 感染 (Liao et al, 2007; 
Brennan et al, 2008; Newman et al, 2008; Virgen et al, 
2008; Wilson et al, 2008), 但 是 具有 限制 HIV-2、FIV 





























































































































Macaca mulatta 
Exon 1 2 3 


}— 


5 


4 
国之 由 


Wr R 3235 











或 EIAV 的 活性 (Virgen et al, 2008; Wilson et al, 2008; 
Kuang et al, 2009)。 有 研究 表明 , 平 顶 猴 TRIMCyp 
融合 蛋白 不 能 限制 HIV-1 是 由 于 CypA 结构 域 的 一 
个 R69H 单 氨基 酸 突变 造成 的 (Virgen et al, 2008; 
Kuang et al, 2009)。 在 北平 项 猴 npmTRIMCyp 融合 
蛋白 中 也 发 现 了 该 R69H 氨基 酸 突变 , 可 能 这 也 是 
造成 npmTRIMCyp 融合 蛋白 不 能 限制 HIV-1 的 原 
E]. HIV-1 也 能 感染 猕猴 属 TRIMCyp 纯 合 基因 型 的 
北平 顶 猴 外 周 血 单 核 细 胞 PBMC) (Kuang et al, 
2009), JF A SIV vif 基因 (用 以 克服 猴 男 一 HIV-1 
限制 因子 APOBEC3G 的 阻碍 ) 的 重组 猴 嗜 性 
HIV-1(stHIV-1) 能 短期 内 感染 平 顶 猴 (Hatziioannou 
et al, 2009)。 这 些 结果 表明 , ZG TRIMCyp 基因 型 
的 北平 顶 猴 可 能 支持 HIV-1 的 有 效 复制 , 有望 成 为 
HIV-1 感染 的 新 型 模型 动物 。 
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图 1 灵 长 类 动物 的 TRIMS/TRIMCyp 基因 和 和 蛋白 结构 示意 图 


Fig. 1 The schematic genomic and protein structures of primate TRIM5/TRIMCyp 
Macaca mulatta: 恒 河 猴 (rhesus macaque); Aotus trivirgatus: FEA (owl monkey); M. leonina: 北平 顶 猴 Cnorthern pig-tailed macaque). 





JE WR omTRIMCyp 融合 基因 和 北平 顶 猴 
npmTRIMCyp 融合 基因 是 目前 在 灵 长 类 动物 中 发 现 














因 融 合 模式 ， 以 期 发 现 类 似 于 两 者 或 者 全 新 的 
TRIMS-CypA 融合 基因 存在 形式 , 为 人 们 研究 艾滋 














存在 的 两 种 不 同 TRIMS-CypA 基因 融合 模式 ， 两 者 
分 别 在 天 然 宿主 因子 限制 HIV-1 复制 机 制 研究 及 建 
立新 型 艾滋 病 灵 长 类 动物 模型 方面 发 挥 着 不 同 的 
重要 作用 。 灵 长 类 动物 种 属 繁多 ,资源 丰富 , 但 对 
其 中 许多 动物 的 TRIMCyp 基因 型 并 不 清楚 ， 有 必 
要 进行 进一步 的 检测 。 本 研究 检测 了 能 猴 、 藏 酋 猴 、 
红 面 猴 及 中 国 恒 河 猴 是 否 存在 座 猴 omTRIMCyp 及 
北平 顶 猴 npm TRIM Cyp 两 种 不 同 的 TRIMS-CypA 基 
















































































病 发 病 机 制 及 寻找 适合 建立 HIV 感染 艾滋 病 模 型 
的 灵 长 类 动物 提供 重要 依据 。 
1 材料 与 方法 : 
1.1 研究 材料 
本 研究 共 包 括 能 猴 (Assam macaque, Macaca 


ie PY 猴 (Tibetan macaque, M. 
ZI. [ft] 猴 (stump-tailed macaque, M. 























assamensis) 、 
Thibetana) 、 


1 期 曹 ” 光 等 能 猴 存 在 TRIM5/TRIMCyp 杂 合子 基因 型 43 








actoides) 及 中 国 恒 河 猴 (Chinese rhesus macaques, M. 
mulatta) 4 种 灵 长 类 动物 共 110 个 个 体 ， 其 中 14 个 
能 猴 个 体 , 2 个 藏 酋 猴 个 体 , 8 个 红 面 猴 个 体 , 86 个 中 
国 恒 河 猴 个 体 。 实 验 用 样本 为 采 自 这 110 只 动物 的 






























































组 织 或 血液 样本 , 样本 名 称 、 类 型 、 产 地 等 信息 见 
K 1。 北 平 顶 猴 基因 组 DNA 为 本 实验 室 -80C 保 
存 样品 。 
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R1 研究 所 用 灵 长 类 动物 样本 


Tab.1 The samples of primates in the present study 







































































































































































物种 名 样本 编号 个 体 数 样本 类 型 产地 
Species Symbols of individuals Sample size Sample type Locality 
iB PR VU V 
组 织 
Miass Vmi : AAN Tissi Sài Gòn Vietnam 
M.assYL1-M.assYL2 2 2] 2H Tissue 云南 云龙 
Yunlong, Yunnan 
ets ye fe 
REX M.assUk 1 2] 2H Tissue 未 知 
Macaca assamensis Unknown 
M.assY1 1 组 织 Tissue ^UE 
Yunnan 
云南 
M.assY2—M.assY10 9 液 Blood Yunnan 
M.thiS 1 组 织 Tissue eh 
M.thibetana ; 未 知 
M.thiUk 1 组 织 Tissue Unknown 
组 织 T; 云南 六 
M.arcYK 1 2H 7A Tissue Hekou Yunnan 
E M.arcYH1-M.arcYH2 2 2] 2H Tissue 云南 黄连 L 
红 面 猴 Huanglianshan, Yunnan 
M. arctoides 3 x 
. 湖北 恩施 
组 织 
M.arcH 1 组 织 Tissue Enshi, Hubei 
M.arcY 1-M.arcY4 4 ili Blood AR 
Yunnan 
[F] 4 y 7t rs 
中 国 恒 河 猴 M.mulY1-M.mulY86 86 ilii Blood OR 
M. mulatta Yunnan 


1.2 基因 组 DNA 的 提取 

动物 样本 基因 组 DNA 提取 按 Qiagen 公司 
Puregene blood core kit B 及 上 海 华 疑 生物 技术 有 限 
公司 的 柱 式 小 量 组 织 /细胞 基因 组 DNA. 抽 提 试剂 盒 
荐 方法 进行 。 提 取 的 基因 组 DNA -20C 保 存 备用 。 
13 PCR 检测 类 似 北平 顶 猴 TRIMCyp 

(npmTRIMCyp) 存 在 形式 片段 

参照 已 发 表 恒 河 猴 基 因 组 14 号 染色 体 序 列 
(Genbank no. NC_007871.1), 经 序列 分 析 找 到 北平 
顶 猴 CypA 插入 TRIMS 的 大 致 位 置 , 在 此 插入 位 置 
Pix, BI TRIMS intron 7 内 部 设计 上 游 引物 PSF: 
5'-TCTGAACAAGTTTCCTCCCA-3', TRIMS exon8 
3-UTR 后 端 设计 下 游 引物 PSR: 5-TAGTTTCCCTG 
AAGGCACAA-3', 利用 此 对 引物 进行 PCR 扩 增 。 
PCR 反应 总 体积 为 50 pL， 以 110 个 灵 长 类 动物 样 
本 的 基因 组 DNA 为 模板 。PCR 反应 条 件 为 : 94 "C 































































































预 变 性 3 min; 94 'C 变性 30 s, 50.3 CRK 30 s, 
72 “CHE(H 2.5 min, 共 30 个 循环 ; 最 后 在 72 °C HET 
10 min. Taq-PCR 及 Ex Taq-PCR 试剂 盒 购 自 Takara 
公司 。 
1.4 PCR 检测 类 似 鹰 猴 TRIMCyp(om TRIMCyp)tr 

在 形式 片段 

参照 已 发 表 恒 河 猴 基因 组 14 号 染色 体 序列 
(Genbank no. NC_007871.1)， 经 序列 分 析 找 到 雇 猴 
CypA 插入 TRIMS 的 大 致 位 置 , 在 此 插入 位 置 两 端 
即 TRIMS intron 6 内 部 及 exon8 的 S 端 ,利用 引物 
T5in6F1 和 T5ex8R3(Kuang et al, 2009) 进 行 PCR 扩 
增 。PCR 反应 的 总 体积 为 25 uL, 用 110 个 灵 长 类 
动物 样本 的 基因 组 DNA 为 模板 ,PCR 反应 条 件 为 : 
94 C 预 变 性 3 min; 94 "C 变性 305,58.5 CRK 
30s, 72 CC 延伸 1 min, 共 30 个 循环 ; 最 后 在 72 °C 
延伸 7 min。Taq-PCR 及 Ex Taq-PCR 试剂 盒 购 自 
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Takara 公司 。 
1.5 PCR 产物 克隆 及 测序 分 析 

根据 1.3 节 及 1.4 节 PCR 检测 结果 , 各 选取 部 
分 PCR 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 纯化 ，Gel 
Extraction Mini Kit (上 海 华 老 生物 技术 有 限 公 司 ) 回 
收 后 克隆 至 pMD 19-T simple Vector (Takara)， 转 化 












































感受 态 E.coil DH5a, FH AWE Fe SR PE UB IF 








Ur X 32 & 
的 DNA 片段 (图 2), 表明 这 3 种 猴 个 体 均 只 存在 





TRIMSa. EX) 14 个 能 猴 样本 的 检测 中 ， 发 现 分 别 
来 自 越南 西 贡 和 中 国 云南 的 2 只 能 猴 (Al 和 A2) 样 
本 出 现 了 2.8 kb 左右 及 2.0 kb 左右 的 双重 条 带 ， 并 
H 2.8 kb 左右 条 带 与 北平 顶 猴 样 本 扩 增 出 的 
TRIMCyp (npmTRIMCyp) 条 带 大 小 相 一 致 (图 2)。 提 
示 这 2 只 熊 猴 个 体 可 能 呈现 TRIMS/ TRIMCyp 杂 合 



































挑 取 单 克隆 后 ， 送 公司 测序 。 测 序 结果 应 用 
DNAStar Megalign, Bioedit 及 DNAssist 等 程序 进行 
序列 比 对 与 分 析 。 
1.6 Nsil 酶 切 反 应 检测 TRIMS 内 含 子 6 的 3'- 剪 
接 位 点 G-to-T 突变 

根据 1.4 PCR 检测 结果 , 选取 部 分 PCR 产物 ， 
利用 限制 性 内 切 酶 VisI (Fermentas 公司 ) 进行 酶 切 
反应 ， 酶 切 产 物 经 1.4% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 


R 


熊 猴 TRIMSITRIMCyp 杂 合 子 基 因 型 的 发 现 
及 其 TRIMCyp 形成 方式 分 析 

我 们 对 110 个 灵 长 类 动物 样本 的 基因 组 DNA 
进行 了 类 似 北平 顶 猴 TRIMCyp(npmTRIMCyp) 存 在 
形式 片段 的 PCR 检测 。 根据 设 计 , 使 用 引物 P8F 和 
P8R 进行 PCR 扩 增 时 , 含有 类 似 北平 顶 猴 TRIMCyp 
(npmTRIMCyp) 存 在 形式 片段 的 猴 个 体 样本 将 被 扩 
增产 生 1 条 2.8 kb 左右 的 DNA 片段 ; 而 不 含有 上 
述 存 在 形式 片段 , 但 只 存在 TRIMS 的 猴 个 体 样 本 将 
被 扩 增 出 1 条 2.0 kb 左右 的 DNA 片段。 检测 结 

显示 : 4 种 灵 长 类 动物 110 个 猴 个 体 样 本 中 ,， 藏 疯 
猴 、 红 面 猴 及 恒 河 猴 样 本 均 只 产生 1 条 2.0 kb 左右 
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子 基因 型 。 
在 藏 酋 猴 、 红 面 猴 及 恒 河 猴 样 本 ， 各 选取 了 部 
分 样本 的 PCR 产物 , 进行 了 胶 回 收 , 纯化 后 TA và 
Re, 对 新 发 现 的 产生 双重 条 带 的 2 只 熊 猴 样本 及 只 
产生 1 条 2.0 kb 左右 条 带 的 熊 猴 样本 中 的 部 分 样本 ， 
也 进行 了 PCR 产物 的 回收 , 纯化 及 TA 克隆 ,然后 
将 克隆 样本 送 公司 测 序 后 发 现 ， 上 述 2 上 只熊 猴 产生 
的 双重 条 带 中 ,2.8 kb 左右 的 条 带 即 为 TRIMCyp, 
而 2.0 kb 左右 的 条 带 即 为 TRIM5 a， 其 它 只 产生 1 
条 2.0 kb 左右 条 带 的 猴 样 本 均 只 存在 TRIMS a 

对 2 只熊 锋 (Al 和 A2) 样 本 的 TRIMCyp 片段 进 
行 序列 分 析 后 发 现 , 其 Cpa 假 基因 均 插入 至 
TRIMS 基因 座 的 3'-UTR 区 域 , 并 且 CypA 假 基因 两 
端 均 存 在 靶 位 点 重复 序列 (target site duplication, 
TSD), 这 与 LINE1 元 件 介 导 的 逆转 录 转 座 特征 序 
列 相同 ,， 可见 其 TRIMS-CypA 融合 基因 的 形成 方式 
与 北平 顶 猴 TRIMCyp (npmTRIMCyp) 的 形成 方式 相 
似 (图 3). 基因 序列 分 析 表 明 , 该 融合 基因 与 北平 顶 
猴 TRIMCyp(npmTRIMCyp) 高 度 同 源 。2 (AL 
和 A2) 样 本 的 TRIMCyp 序列 结果 已 提交 NCBI 
GenBank， 获 得 的 序列 号 (accession numbers) 分 别 为 
HQ602649 及 HQ602650. 
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图 2 PCR 检测 类 似 北 平 项 猴 TRIMCyp(npmTRIMCyp) 存 在 形式 片段 
Fig.2 PCR amplification of fragments like npmTRIMCyp 





引物 P8F 与 PSR 扩 增 类 似 npmTRIMCyp 基因 片段 产物 为 2.8 kb 左右 , 扩 增 TRIMS 基因 片段 产物 为 2.0 kb 左右 ; M: DNA 标记 ; C: H20; Npm: 





北平 顶 猴 ; Al(M.assVm), A2(M.assY9), A3: 能 猴 ; T1,T2: jek 


























GAR; S1, S2, S3: 红 面 猴 ; MI, M2, M3: 中 国 恒 河 猴 。 





Reactions with P8F/P8R primer pair generated about a 2.8kb fragment of TRIM5-CypA locus like npmTRIMCyp and a 2.0kb fragment of TRIM5 locus. 
M: DNA marker. C: H20. Npm: Northern pig-tailed macaque (Macaca leonina).A1(M.assVm), A2(M.assY9), A3: M. assamensis. T1,T2: M.Thibetana. 


S1, S2, S3: M. arctoides. Ml, M2, M3: Chinese M. mulatta. 
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exong 

M. leo GCTCACCAAGCTCTTGAACCTTCTTACACACTCAGCCCCTTSTGTA 
M. assVm NN Gace 
M: assY9 < c 
M. leo 
M. assVm 
M. assY9 
M. leo 
M. assVm 
M. assY9 

————— Retrotransposed CypAcDNA 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 
M. leo CGCTGCCGCCGAGGAAAGTCCTGTACTACTAGCCIATG| TCAACCCTACCGTGTTCTTCGACATTGCCGTCGA 
M. assVm ee 0 
i CMM DEDE Dc |EES DD eis T = 








eA TTAAAAAATTCACATTAAAT. 





Trim5-3' UTR. ————— 
AAGTCCTAATGTTTTATTGCATAGTAGGGTGACTAGAATTATCAATAACATTTT 











图 3 北平 项 猴 与 能 猴 TRIMCyp 融合 基因 序列 比 对 及 基因 结构 比较 
Fig. 3 Sequence alignment and genomic structure comparison of TRIMCyp gene of Macaca leonina and M. assamensis 
M.leo: 北平 顶 猴 TRIMCyp 融合 基因 ; M.assVm 及 M.assY9: RJ TRIMCyp 融合 基因 ; 深 色 阴影 区 域 表 示 TSD 序列 ; 星 号 标注 的 核 昔 酸 : CypA 
转录 拼接 5 起 始点 ; 黑色 框 : 逆转 座 插入 的 CypA cDNA; 浅 色 阴影 区 域 ，CypA 假 基因 翻译 起 始 位 点 ; 下划线 基因 序列 ， 外 显 子 ; 无 下 划 线 基 
因 序列 ， 内 含 子 。 
M.leo: npmTRIMCyp. M.assVm 及 M.assY9: TRIMCyp of Macaca assamensis. The 12-bp target site duplication (TSD) is shaded and highlighted in 
black. The asterisk ( * ) meaned splice acceptor. The black frame showed the inserted CypA cDNA sequence. The ‘natural’ CypA start codon is shaded 























and highlighted in gray. The exons of TRIMCyp and the TRIMS exon8 are underlined. The introns are not underlined. 


22 PCR AEH TRIMCyp(omTRIMCyp) t=, TRIMCyp (omTRIMCyp) 46-46 EK Fr BEE RAS 
在 形式 片段 及 测序 验证 样本 将 被 扩 增 产生 1 条 1.5 kb 左右 的 DNA 片段 , 而 
我 们 又 对 110 个 灵 长 类 动物 样本 的 基因 组 不 含有 上 述 存 在 形式 片段 的 猴 个 体 样本 将 被 扩 增 
DNA 进行 了 类 似 鹰 猴 TRIMCyp (omTRIMCyp) 存 在 出 1 条 705 bp 左右 的 DNA 片段 。 检 测 结果 显示 : 4 
形式 片段 的 PCR 检测 。 根 据 设 计 ， 使 用 引物 种 灵 长 类 动物 110 个 猴 个 体 样 本 均 只 产生 1 条 705 
T5in6F1 和 TSex8R3 进行 PCR P MIN, SAKWE bp 左右 的 条 带 (图 4)， 表 明 这 些 猴 个 体 均 不 存在 类 
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图 4 PCR 检测 类 似 鹰 猴 TRIMCyp(omTRIMCyp) 存 在 形式 片段 

Fig.4 PCR amplification of fragments like omTRIMCyp 
引物 TSin6F1 与 TSex8R3 扩 增 类 似 omTRIMCyp 基因 片段 产物 为 1.5 kb 左右 , 扩 增 TRIMS 基因 片段 产物 为 705b p 左右 。M: DNA 标记 ; C: 
H20; Npm: 北平 顶 猴 ; A1,A2,A3,T1,T2,S1,S2,S3,M1,M2,M3 同 图 2。 
Reactions with T5in6F1/ TSex8R3 primer pair generated about a 1.5 kb fragment of TRIM5-CypA locus like omTRIMCyp and a 705 bp fragment of 
TRIMS locus. M: DNA marker. C: HO. Npm: Northern pig-tailed macaque (Macaca leonina). A1,A2,A3,T1,T2,S1,S2,S3,M1,M2,M3 as described in Fig. 2. 








46 动 物 学 


EXE TRIMCyp (omTRIMCyp) 融 合 形 式 。 然 后 , R 
们 在 4 种 灵 长 类 动物 样本 中 ,各 选取 了 部 分 样本 的 
PCR 产物 ,进行 了 胶 回 收 , 纯化 后 TA 克隆 ,最 后 将 
克隆 样本 送 公司 测序 , 测序 结果 证 实 了 上 述 结论 。 
2.3 TRNA5 内 含 子 6 的 3 剪接 位 点 G-to-T 突变 检测 
在 内 含 子 6 上 游 的 1 个 限制 性 内 切 酶 NisI 的 酶 
切 位 点 的 突变 和 3"- 剪 接 位 点 的 突变 在 染色 体 遗 传 
上 是 紧密 连锁 的 。 由 于 该 3- 前 接 位 点 的 突变 可 以 阻 
止 或 降低 TRIMS 表达 形成 a 异 构 体 即 TRIMSa, 从 
而 致使 其 可 能 与 CypA 插入 TRIMS53-UTR 直接 相关 
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为 了 进一步 证 实 该 结果 ,我 们 对 酶 切 前 PCR 产 
物 的 TA 克隆 样本 的 测序 结果 进行 了 序列 分 析 。 证 
明 在 这 2 只 熊 猴 样本 (Al 和 A2) 的 TRIMS 内 含 子 6 
的 3'- 前 接 位 点 的 G-to-T 突变 上 确实 存在 杂 合 现象 ， 
而 其 他 灵 长 类 动物 样本 没有 发 现 该 位 点 存在 突变 
(图 5B)。 


3 it it 


3. 能 猴 地 理 分 布 及 亚 种 分 析 


能 猴 (Assam Macaque, Macaca assamensis) 是 一 
















































































(Newman et al, 2008; Liao et al, 2007)。 我 们 前 期 
究 发 现 , 在 北平 顶 猴 融合 基因 TRIMCyp 
(npmTRIMCyp) 的 2 个 主要 转录 剪接 体 中 , TRIMS 的 
外 显 子 7 和 S 均 被 选择 性 地 剪接 删除 (Liao et 
al,2007)。 对 造成 该 结果 的 原因 进行 分 析 后 发 现 其 可 
能 也 与 3- 剪 接 位 点 的 突变 有 关 。 我 们 通过 对 11 只 
北平 项 猴 样 本 和 2 个 中 国 恒 河 猴 样 本 进行 PCR 扩 增 
包含 内 含 子 6 的 1 个 片段 , 然后 , 通过 限制 性 内 切 
















































































种 产 于 印度 、 尼 波 尔 、 越 南 以 及 中 国 云南 、 广 西 、 
西藏 等 地 区 的 灵 长 类 猕猴 属 动物 。 熊 猴 主要 分 为 东 


BÉ We (eastern Assamese macaque, M. assamensis 























assamensis) PY R&Jl«(western Assamese macaque, M. 
assamensis pelops) 2 个 亚 种 (Groves, 2001). AR REJE 
主要 分 布 在 不 丹 、 中 国 西南 部 (广西 、 贵 州 、 西 藏 、 
云南 )、 印 度 东 北部 、 老 挝 北部 、 缅 甸 、 泰 国 西北 诗 

及 越南 北部 等 地 区 。 西 熊 猴 主要 分 布 在 孟加拉 国 、 

























































































酶 Nisl 酶 切 分 析 该 片段 的 大 小 及 对 扩 增 的 PCR 产 
物 进 行 测 序 后 发 现 , 在 所 有 北平 顶 猴 TRIMS 内 含 子 
6 的 3'- 剪 接 位 点 均 存 在 G-to-T 突变 , 而 作为 对 照 的 
中 国 恒 河 猴 样 本 的 PCR 产物 均 没有 发 现 该 突变 位 
点 的 存在 。 这 很 好 地 解释 了 TRIMS 的 外 显 子 7 被 选 
择 性 地 剪接 删除 的 原因 , 但 在 内 含 子 7 中 却 没 有 检 
测 到 类 似 的 3"- 剪 接 位 点 突变 存在 。 因 此 ， 外 显 子 8 
被 转录 剪接 删除 的 具体 机 制 不 明 (Kuang et al, 2009). 
由 于 “结果 2.2 节 ” 中 进行 PCR 检测 的 引物 
T5in6F1 和 TSex8R3 与 我 们 前 期 研究 中 进行 PCR 扩 
增 所 用 的 引物 相同 。 因 此 ，“ 结 果 2.2 节 ” 中 所 得 
到 的 PCR 产物 即 为 包含 内 含 子 6 的 1 个 片段 ,大 小 
为 705 bp。 本 实验 中 选取 了 “结果 2.2 节 ” 中 那 部 
分 进行 了 TA 克隆 及 测序 的 PCR 产物 ， 并 对 其 进行 
了 限制 性 内 切 酶 Nisl 的 酶 切 反 应 。 结 果 发 现 , 2 只 能 
猴 样 本 (Al 和 ADA NisI 酶 切 后 , 产生 3 条 带 ， 其 中 
2 条 带 大 小 分 别 为 460 bp 和 245 bp, 与 上 述 我 们 的 
前 期 研究 工作 中 北平 顶 猴 样本 的 酶 切 产物 一 致 ， 而 
另 1 条 带 大 小 仍 为 705 bp， 只 是 条 带 亮 度 较 酶 切 前 
变 暗 。 而 其 他 灵 长 类 动物 样本 的 PCR 产物 经 Nisl 
BUE, 均 未 发 生变 化 , 仍 保 持 其 705 bp 的 片段 大 
小 及 亮度 (图 SA)。 以 上 结果 提示 我 们 , 这 2 ARE 
样本 (Al 和 A2) 可 能 在 其 TRIMS 内 含 子 6 的 3- 剪接 
位 点 的 G-to-T 突变 上 存在 杂 合 现象 ,而 其 他 灵 长 类 
动物 样本 则 可 能 不 存在 该 位 点 突变 。 











































































































































































































不 丹 、 印 度 北部 和 尼泊尔 等 地 区 (Groves, 2001). 
本 研究 中 所 用 熊 锋 样 本 来 自 越南 西 页 和 中 国 云南 ， 
从 能 猴 亚 种 的 地 理 分 布 上 观察 , 我 们 取样 的 这 些 能 
猴 可 能 同属 于 东 熊 猴 这 个 亚 种 ,因而 其 基因 组 水 平 
差异 可 能 较 小 。 对 这 些 能 猴 样 本 进行 类 似 北 平 项 猴 
TRIMCyp (npmTRIMCyp) & 2& [pL JE k TRIMCyp 
(omTRIMCyp) 2 种 不 同 的 TRIM5-Cyp4 基因 融合 模 
式 检测 ,我 们 首次 发 现 分 别 来 自 越南 西贡 和 中 国 云 
南 的 2 只 能 猴 样 本 (M. assVm 及 M. assY9)( 表 1)35] 
存在 TRIMSITRIMCyp 杂 合 子 基因 型 ,并且 二 者 序 
列 同 源 性 很 高 。 这 也 从 基因 水 平 上 支持 了 我 们 用 于 
本 研究 的 这 些 能 猴 可 能 同属 于 一 个 亚 种 的 结论 。 
3.2 TRIMS/TRIMCyp 杂 合 子 基因 型 在 灵 长 类 动物 
中 的 存在 情况 及 其 所 占 比例 分 析 

在 新 大 陆 猴 的 磨 猴 中 ，7TRIW5-Cyp4 融合 基因 
均 以 TRIMCyp 纯 合 子 基 因 型 存在 ， 不 存在 
TRIMS/TRIMCyp 杂 合 子 基因 型 。 在 旧 大 陆 猴 中 ， 
TRIMS-CypA 融合 基因 的 存在 形式 及 比例 具有 一 定 
的 种 间 差 异 。Newman et al (2008) 对 101 只 印度 恒 
河 猴 及 16 只 平 顶 猴 样 本 进行 TRIM5-Cyp4 融合 基因 
检测 后 发 现 ，101 只 印度 恒 河 猴 样 本 中 , 有 17 个 样 
本 存在 TRIMS-CypA 融合 基因 ,其 中 16 个 样本 为 
TRIMS/TRIMCyp 杂 合 子 基 因 型 ，1 个 样本 为 
TRIMCyp 纯 合 子 基因 型 ,， TRIM5-Cyp4 融合 基因 存 
在 比例 约 为 17%， 其 中 TRIM5/TRIMCyp WATIE 
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A) 限制 性 内 切 酶 Nisl NEU) PCR 产物 电泳 检测 内 














图 5 TRIMS 内 含 子 6 的 3- 剪接 位 点 突 
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变 分 析 
Fig.5 Analysis the G-to-T mutation in the 3'-splicing site of TRIMS intron 6 


含 子 6 中 3- 前 接 位 点 的 突变 。M: DNA 标记 ; Npm: 北平 顶 猴 ; A1,A2,A3,T1,T2,S1, 


S2,S3,M1,M2,M3 同 图 2; B) 测序 分 析 内 含 子 6 中 3- 剪接 位 点 的 突变 。A1 (A, B), A2 (A，B) 分 别 表示 样本 Al 和 A2 的 不 同 克隆 。 
Al,A2,A3,T1,T2,S1,S2,S3,M1,M2,M3 同 图 2。 黑 框 表 示 TRIMS 的 外 显 子 7; 星 号 表示 3'- 剪 接 位 点 ; 划 线 区 域 表示 Nisl 识别 序列 。 

A) The PCR products were digested with restriction endonuclease Nsil, followed by electrophoresis in agarose gel. M: DNA marker. Npm: Northern 
pig-tailed macaque (Macaca leonina). A1,A2,A3,T1,T2,S1,S2,S3,M1,M2,M3 as described in Fig. 2; B) Sketch map and sequence of 3'-splicing site in 
TRIMS intron 6. Al (A, B), A2 (A, B) represents the different TA clones of Al and A2. Al,A2,A3,T1,T2,S1,S2,S3,M1,M2,M3 as described in Fig. 2. The 
boxes represent the exon7 of the TRIM5 genome, and the lines represent the introns. The 3'-splicing site is indicated by the asterisk ( * ), and the NsiI 





recognition sequence is lined. 
因 型 占 总 的 TRIMS-CypA 融合 基因 比例 约 为 94%。 
Un 只 平 顶 猴 样本 均 存 在 TRIMS-CypA 融合 基因 ， 
HEJ TRIMCyp 纯 合 子 基因 型 (Newman et al, 


























存在 于 鹰 猴 和 平 顶 猴 群体 中 , 并 在 这 2 个 物种 中 得 
以 固定 并 稳定 遗传 。 由 于 受到 地 理 环 境 因 素 及 古代 
逆转 录 病 毒 选 择 压 力 的 影响 TRIMS-CypA 融合 基 
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2008)。 本 实验 室 及 国际 上 多 个 实验 室 在 对 北平 顶 
We. FIRR BR TRIM5-Cyp4 融合 基因 进行 



































因 在 印度 恒 河 猴 中 Ken od. 并 且 保 持 
TRIM5/TRIMCyp 杂 合子 基因 型 占 绝 大 多 数 ， 而 中 国 








检测 后 ， 也 都 发 现 所 有 研究 样本 均 存 在 
TRIMS-CypA 融合 基因 ， 且 和 皆 为 TRIMCyp 纯 合 子 基 
因 型 (Liao et al, 2007; Brennan et al, 2008; Kuang et 
al, 2009). Wilson et al (2008) 在 对 31 只 印度 恒 河 猴 
及 38 只 中 国 恒 河 猴 样 本 进行 TRIM5-Cyp4 融合 基因 



























































恒 河 儿 则 不 存在 TRIMCyp 基因 ， 并 且 这 种 现象 也 
可 能 在 猕猴 属 的 其 他 物种 中 存在 。 

本 研究 首次 在 14 只 熊 猴 样本 中 发 现 了 2 个 样 
本 存在 TRIMS-CypA Wh A ZEAL, H. 39 A 
TRIMS/TRIMCyp 灯 合 子 基因 型 ， TRIM5-Cyp4 融合 


















































检测 后 发 现 , 31 只 印度 恒 河 猴 样 本 中 ，16 个 样本 存 
在 TRIMS-CypA 融合 基因 ， 其 中 15 个 样本 为 
TRIMS/TRIMCyp 杂 合 子 基 因 型 ，1 个 样本 为 






































基因 存在 比率 为 14%， 而 在 包括 中 国 恒 河 猴 在 内 的 
其 他 3 种 灵 长 类 动物 中 均 未 发 现 以 任何 形式 存在 的 
TRIMS-CypA 融合 基因 , 这 与 上 述 其 他 实验 室 对 印 















































TRIMCyp 纯 合 子 基因 型 ,TRIM5-Cyp4 融合 基因 存 
在 比例 约 为 51.6%， 其 中 TRIMS/TRIMCyp 杂 合 子 基 
因 型 占 总 的 TRIM5-Cyp4 融合 基因 比例 约 为 94%, 
而 38 只 中 国 恒 河 猴 样本 均 不 存在 TRIM5-Cyp4 融合 
基因 。 由 此 可 见 ，7TRIMCyp 纯 合 子 基因 型 可 能 主要 
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度 恒 河 猴 和 中 国 恒 河 猴 的 研究 结果 较为 相似 。 当然 ， 
由 于 本 研究 所 涉及 的 4 种 灵 长 类 动物 数量 有 限 ， 且 
产地 不 一 。 因 此 ,还 不 能 确定 是 否 熊 猴 存 在 
TRIMCyp 纯 合 子 基因 型 及 其 所 占 比 例 ， 也 还 不 能 确 
定 其 他 3 种 灵 长 类 动物 是 否 真正 不 存在 TRIM5-Cyp4 
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融合 基因 。 

3.3 TRIMS 内 含 子 6 3'- 剪 接 位 点 的 突变 可 能 与 
CypA 插入 TRIMS 3'-UTR 直接 相关 

国际 上 多 个 实验 室 先 后 发 现在 平 顶 猴 和 印度 
恒 河 猴 的 TRIMS WET 6 的 3'- 剪 接 位 点 ,存在 
G-to-T 的 单 核 童 酸 突变 现象 ,并 且 认为 该 突变 可 能 
与 其 下 游 exon7 的 缺失 有 关 (Brennan et al, 2007; 
Wilson et al, 2008). Newman et al (2008) 在 对 印度 恒 
河 猴 TRIMS 基因 座 进行 测序 时 也 发 现 其 内 含 子 6 
的 3'- 剪 接 位 点 存在 G-to-T 突 变 ,并 认为 该 突变 可 能 
会 干扰 mRNA 的 剪接 过 程 。 同 时 ,还 发 现在 该 突变 
位 点 上 游 16 个 核 昔 酸 处 偶 联 了 另 一 个 能 够 产生 
Ns 江 限制 性 核酸 内 切 酶 识别 位 点 的 单 核 童 酸 突变 。 
FÆ, 他们 利用 PCR 及 Nsil HED) ZT 101 只 印度 
恒 河 猴 及 16 只 平 顶 猴 样 本 进行 3- 剪 接 位 点 的 
G-to-T 突变 检测 ， 发 现在 101 只 印度 恒 河 猴 样 本 中 ， 
84 个 样本 无 G-to-T 突变 (G/G)，16 个 样本 存在 
G-to-T 突变 杂 合 现象 (G/T), 1 个 样本 存在 G-to-T R 
变 纯 合 现 象 (T/T)。16 只 平 顶 猴 样本 则 均 为 纯 合 的 
G-to-T 突变 (T/T)。 通 过 对 上 述 所 有 样本 进行 
TRIMS-CypA 融合 基因 检测 后 发 现 ，3'- 前 接 位 点 的 
G-to-T 突变 存在 与 否 及 其 存在 形式 与 其 
TRIM53'-UTR 是 否 存在 CypA 插入 现象 及 其 形成 的 
TRIMS-CypA 融合 基因 的 基因 型 密切 相关 ， 即 (G/G) 
对 应 TRIMSa 4h & F, (G/T) 对 应 形成 
TRIMS/TRIMCyp 杂 合 子 ，(T/T) 对 应 形成 TRIMCyp 
纯 合 子 。 我 们 在 11 只 北平 顶 猴 样本 中 , 也 发 现存 在 
G-to-T 突变 及 CypA 插入 TRIM53'-UTR 现象 ， 并 且 
所 有 11 个 样本 均 为 纯 合 的 G-to-T 突变 (T/T) 及 对 应 
形成 TRIMCyp 纯 合 子 Kuang et al, 2009)。 由 此 可 见 ， 
TRIMS 内 含 子 6 中 3'- 剪 接 位 点 的 纯 合 G-to-T 突变 
(T/T) 及 对 应 形成 的 TRIMCyp 纯 合子 均 在 平 顶 猴 群 
体 中 得 以 固定 并 稳定 遗传 。 本 论文 研究 中 , 通过 
PCR/Nsil 酶 切 反 应 及 测序 对 4 种 灵 长 类 动物 共 110 
个 样本 TRIMS WET 6 中 3'- 剪 接 位 点 的 突变 进行 
检测 后 发 现 , 在 14 上 只熊 猴 样 本 中 , 有 2 个 样本 
(M.assVm 及 M.assY9) 存 在 G-to-T 突变 杂 合 现象 
(G/T), 而 且 其 TRIMS 3'-UTR 也 对 应 有 CypA 插入 
现象 且 形 成 TRIM5/TRIMCyp 杂 合 子 。 这 与 上 述 
Newman et al (2008) 在 16 个 印度 恒 河 猴 样 本 中 发 现 
的 结果 相 一 致 。 而 其 他 108 个 样本 均 既 无 G-to-T 突 
AR(G/G), 也 不 形成 TRIM5-CypA 融合 基因 ， 而 只 存 
在 TRIMS ato 
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综 上 所 述 , 我 们 发 现 TRIMS 内 含 子 63'- 剪 接 位 
点 的 突变 与 CypA 插入 TRIM53'-UTR 密切 相关 ，3 
且 两 者 的 存在 形式 相互 对 应 。 因 此 可 通过 检测 
TRIMS 内 含 子 6 中 3- 剪接 位 点 的 突变 及 其 存在 形 
式 来 预测 其 是 否 存在 类 似 北 平 顶 猴 模式 的 
TRIMS-CypA_ 融合 现象 及 其 形成 的 融合 基因 的 基因 
型 。 当 然 , 还 有 许多 问题 有 待 进一步 研究 , 诸如: 
TRIMS 内 含 子 6 的 3'- 前 接 位 点 突变 与 CypA 插入 
TRIMS 3'-UTR 是 否 存在 必然 联系 ,， 若 存在 ， 两 者 的 
因果 关系 如 何 , 为 什么 两 者 可 以 在 同一 个 物种 中 同 
时 被 固定 下 来 并 表现 为 相对 应 的 基因 型 。 
3.4 REXR TRIMCyp 主要 转录 剪接 体 及 TRIMS/ 

TRIMCyp 杂 合子 功能 预测 

之 前 有 很 多 研究 表明 ,在 平 顶 猴 及 印度 恒 河 猴 
的 TRIMS 内 含 子 6 的 3- 剪接 位 点 的 G-to-T 突变 可 
能 会 干扰 mRNA 的 剪接 过 程 ， 从 而 导致 TRIMS 外 
显 子 7 的 缺失 (Brennan et al, 2007; Wilson et al, 2008; 
Kuang et al, 2009)。 本 研究 中 存在 TRIMS/TRIMCyp 
杂 合 子 基因 型 的 2 只 熊 猴 样本 (Al 和 A2)， H TRIMS 
内 含 子 6 的 3 剪接 位 点 的 G-to-T 突 变 上 也 存在 (G/T) 
杂 合 现象 ,这 上 暗示 能 猴 (Al 和 A2) 融 合 基 因 
TRIMCyp 在 其 形成 主要 转录 剪接 异 构 体 的 转录 剪 
接 过 程 中 ,可 能 其 TRIMS 的 外 显 子 7 也 会 像 北平 顶 
猴 一 样 被 选择 性 地 剪 切 删除 。 同 样 ,我 们 对 外 显 子 
8 被 转录 剪接 删除 的 原因 也 进行 了 分 析 , 但 在 内 含 
子 7 中 没有 检测 到 类 似 的 3?- 剪 接 位 点 突变 存在 ， 这 
与 我 们 前 期 研究 工作 中 对 北平 顶 猴 内 含 子 7 的 检测 
结果 相 一 致 Kuang et al, 2009)。 因 此 , 其 外 显 子 8 
是 否 会 像 北平 顶 猴 一 样 被 选择 性 地 剪 切 掉 ， 如 果 能 
被 剪 切 掉 ， 那 么 产生 该 现象 的 具体 机 制 又 是 如 何 ? 
另外 ,由 于 北平 顶 猴 npmTRIMCyp 不 能 够 限制 
HIV-1 的 复制 ,可 能 主要 是 由 于 其 外 显 子 7 的 缺失 
造成 的 。 因 此 推测 ， 能 猴 (Al 和 A2) 融 合 基 因 
TRIMCyp 可 能 也 不 能 够 限制 HIV-1 的 复制 。 而 大 多 
数 旧 大 陆 猴 由 于 其 TRIM5a 分 子 的 作用 使 其 都 不 能 
感染 HIV-1， 熊 猴 属 于 旧 大 陆 猴 的 成 员 ， 因 此 其 
TRIM5Q 分 子 也 可 能 限制 HIV-1 的 复制 , 但 是 否 确 
实 如 此 还 未 见报 道 。 本 研究 首次 在 熊 猴 中 发 现存 在 
TRIMS-CypA 融合 基因 ， 并 进一步 确定 其 为 
TRIMS/TRIMCyp 2 & T 3&7, 但 是 具有 该 基因 型 
的 熊 猴 能 否 限 制 HIV-1 或 其 他 逆转 录 病 毒 的 复制 ? 
若 能 限制 , 其 具体 机 制 如 何 ? 其 TRIMS5a 和 蛋白 和 
TRIMCyp 蛋白 在 限制 病毒 复制 过 程 中 各 自发 挥 的 
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作用 是 什么 ? 这些 问题 还 有 待 进一步 的 研究 。 
TRIMCyp 纯 合 子 基因 型 的 北平 顶 猴 对 HIV-1 易 
感 ， 并 且 其 作为 HIV-1 感染 动物 模型 已 经 取得 了 较 
好 的 研究 结果 , 但 数量 有 限 。 据 调查 ， 熊 猴 的 野外 
种 群 数量 较 北 平 顶 猴 多 ,并且 在 中 国 云南 及 东南 亚 
一 带 分 布 较 广 ， 易 于 进行 繁殖 和 驯化 。 如 果 本 研究 
中 发 现存 在 TRIMS/TRIMCyp 打 合 子 基因 型 的 能 猴 
能 够 对 HIV-1 稳定 易 感 ， ISAO BON ot E A 
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HIV-1 感染 艾滋 病 灵 长 类 动物 模型 ， 对 艾滋 病 的 预 
防 和 治疗 及 体内 HIV-1 感染 和 复制 机 制 研究 发 挥 重 
要 作用 。 
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摘要 : 2 型 糖尿 病 (T2DM) 是 一 种 与 基因 密切 相关 的 高 发 性 代谢 性 疾病 。 采 用 高 脂 饮食 (其 中 含 15% 猪 油 ) 喂 
养 25 只 中 老年 雄性 食 蟹 锋 的 方法 , 制备 T2DM 模型 , 通过 检测 血糖 与 血脂 水 平 确定 疾病 发 展 进程 ,并 利用 实时 
PCR 对 外 周 血 白细胞 中 的 6 个 肥胖 相关 基因 mRNA KEETE. Rk T2DM 在 临床 前 期 和 临床 期 口服 糖 
耐量 实验 (OGTT)2-h 血糖 值 分 别 为 (11.06+6.05) mmol/L 和 (13.12+2.89) mmol/L， 显 著 高 于 正常 组 ; 空腹 血糖 在 临床 
期 达到 最 大 值 ， 为 (7.58+t1.56) mmol/L(P<0.01), WHH: T2DM 模型 被 成 功 诱导 。 但 所 检测 的 6 个 糖尿 病 肥胖 相关 
基因 中 只 有 CDKN2B、IGF2BP2 fll FTO mRNA 表达 量 与 糖尿 病 发 病 进程 呈正 相关 ， 且 临床 期 JGF2BP2 f FTO 的 
表达 量 分 别 是 对 照 组 的 65.92 倍 和 4.30 fii, 差异 极 显 著 (P<0.01)。 因 此 , 基因 CDKN2B、IGF2BP2 和 FTO 可 作为 
食 蟹 猴 糖 尿 病 早 期 诊断 及 预后 评价 的 参考 指标 。 


关键 词 : AMV; 2 型 糖尿 病 ; 肥胖 相关 基因 ; 基因 表达 
中 图 分 类 号 : R587.1; Q959.848; R-332 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)01-0000-06 
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Differential expression of six obesity-related genes with different 
disease phases of T2DM in cynomolgus monkey 


JIN Li-Sha'”, HAO Xiang-Fer?, PENG Bai-Lu?, ZHANG Yan-Chun?, WAN Yu-Ling’, 
JI Fang’, XIA Ji-Liang?, LIU Xiao-Ming^" 


(1. South China Botanical Garden, Guangzhou 510650, China; 2. Entomological Institute, Guangzhou 510260, China; 
3. Graduate University of the Chinese Academy of Sciences, Beijing | 100049, China) 


Abstract: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a metabolic disease with a strong genetic component that is very 
prevalent in the world. The aim of this study is to investigate the association of a set of six obesity-related genes with the 
different disease phases of T2DM in a model using middle or aged cynomogus monkeys. A total of 25 male monkeys were 
used and fed with high-fat diet (15% lard). The disease development and progression of T2DM were monitored through the 
levels of plasma glucose and lipid. The mRNA expression of 6 genes was evaluated using real-time PCR on monocyte 
isolated from monkey peripheral blood. The 2-hour plasma glucose levels followed oral glucose tolerance test (OGTT) 
were (11.06+6.05) mmol/L and (13.12+2.89) mmol/L respectively (P«0.01), and the fasting plasma glucose level was 
(7.58+1.56) mmol/L (vs controls, P«0.01), indicating that we developed successful the models of pre-diabetic and diabetic 
disease in the cynomolgus monkey. Of the six tested genes, CDKN2B, IGF2BP2, and FTO genes were significantly 
up-regulated with disease progression in T2DM. We found that the expression of /GF2BP2 and FTO increased 65.92 and 
4.30 folds in the developed T2DM. We conclude that the genes of CDKN2B, IGF2BP2, and FTO can be used as early 
diagnostic and prognostic biomarkers in type 2 diabetes. 











Key words: Cynomolgus monkey; Type 2 diabetes; Obesity-related genes; Gene expression 
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2 型 糖尿 病 是 一 种 以 高 血糖 为 主要 标志 的 具有 多 病因 的 复杂 和 蜡 质 的 代谢 性 疾病 , 发 病 的 主要 原 
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1 期 新 丽 莎 等 ;六 个 肥胖 相关 基因 在 食 龟 
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因 是 胰岛 素 抵抗 或 胰岛 素 分 泌 相 对 不 足 ， 同 时 肥胖 
也 是 主要 危险 因素 。 随 着 人 们 生活 水 平 的 提高 ， 糖 
尿 病 的 发 病 率 呈 逐 年 上 升 的 趋势 ， 患 者 年 轻 化 。 
Yang etal (2010) 对 中 国 46 239 个 成 年 人 糖尿 病 调查 















































影响 糖 代谢 , 与 T2DM 有 关 (Rong et al, 2009; Van et 
al, 2009). SOX4 参与 胰腺 的 发 育 和 胰岛 素 分 泌 的 调 
节 , 而 IRXS 则 通过 调节 胰岛 素 分 泌 p 细胞 和 胰 高 
1 糖 素 生 成 e 细胞 的 数目 ,直接 影响 肥胖 与 T2DM 



















































































结果 表明 ,中 国 糖尿 病 发 病 率 高 达 9.7%， 糖 尿 病 前 
期 的 患 病 率 达 15.5%, 据 估算 : 中 国 现 有 糖尿 病 患 
者 已 达 9240 JA, 居 全 球 之 首 。 国际 糖尿 病 联盟 统 
计 , 目前 全 球 有 糖尿 病 患 者 2.33 f^, 而且 正 以 每 年 
新 发 700 万 患者 的 速度 猛 涨 。 因 此 ， 鉴 于 糖尿 病 的 
高 发 病 率 、 高 度 危害 性 和 高 并 发 症 , 利用 高 脂 食 物 
NS, ISA T2DM 食 蟹 猴 模 型 显得 尤为 重要 。 
此 外 , Yang et al (2010) 的 调查 还 显示 有 糖尿 病 但 未 
诊断 出 来 的 患者 约 为 57%, 糖尿 病 前 期 的 患 病 率 已 
经 高 过 糖尿 病 患 病 率 (高 5.8%) ， 即 现 有 的 糖尿 病 
依 断 标准 很 难 准确 并 全 面 第 查 出 糖尿 病 前 期 患者 。 
因此 ,急需 一 种 简便 、 可 操作 的 标准 应 用 于 风险 预 
敖 和 早期 诊断 。 一 些 糖 尿 病 相关 基因 的 表达 在 糖尿 
病症 状 明显 出 现 前 就 可 能 已 经 发 生 改变 , 不 同 糖尿 
病 相关 基因 的 mRNA 水 平 在 发 病 不 同时 期 很 可 能 
具有 差异 性 表达 ， 其 表达 水 平 的 变化 可 以 作为 早期 
诊断 的 一 个 特征 指标 。 

近年 来 ， 随 着 候选 基因 技术 的 不 断 完善 ， 尤 
其 是 全 基因 组 相关 性 分 析 (GWAS) 及 SNP 技术 的 发 
展 ， 已 鉴定 出 多 种 糖尿 病 易 感 基 因 ， 如 CDKN2B, 
CDKALI, IGF2BP2 和 FTO (Sladek et al, 2007; 
Zeggini et al, 2007; Scott et al, 2007; McCarthy & 
Zeggini, 2009; Steinthorsdottir et al, 2007). FEF, 
CDKN2B 位 于 9 号 染色 体 上 , 编码 肿瘤 抑制 因子 
pl6INK4a, 通过 cyclin D 抑制 CDK4 的 活性 ,调节 
细胞 周期 ,影响 胰岛 细胞 的 增殖 与 再 生 (Duesing et 
al, 2008)。 相 反 , CDKALI 主要 通过 使 一 相 胰 岛 素 释 
放 受 损 ， 从 而 增加 糖尿 病 风险 , 但 与 胰岛 素 敏 感性 
无 关 (Alena et al, 2008)。 而 肥胖 基因 FTO 编码 2- 酮 
成 二 酸 依赖 性 核酸 去 甲 基 化 酶 ， 其 在 下 丘脑 、 脂 肪 
组 织 中 均 有 表达 ， 且 受 进食 状态 的 调节 ,但 其 参与 
的 生物 学 途径 尚 不 清楚 (Frayling et al, 2007; Dina et 
al, 2007), 而 且 其 与 肥胖 、BMI 相关 联 ， 主 要 表现 为 
体重 、 上 腰围 .脂肪 重 及 空腹 血清 庆 素 水 平 的 增加 ， 它 
的 变异 体 可 以 增加 脂肪 的 沉积 ， 降 低 全 身 胰 品 素 敏 
感性 ， 从 而 导致 糖尿 病 (Camilla et al, 2008; Freathy 
et al，2008)。7GF2BP2( 胰 岛 素 样 生 长 因子 2mRNA 
结合 蛋白 2) 调 节 1GF2 的 翻译 ， 其 在 胎盘 与 胎儿 发 
育 中 具有 重要 作用 ,在 胎儿 中 与 营养 不 良 共同 作用 ， 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































(Ragvin et al, 2010)。 因 此 , 认为 转录 因子 SOX4 和 
IRX3 与 胰腺 发 育 有 关 ， 可 以 调节 胰岛 素 的 分 泌 。 为 
了 了 解 这 些 肥 翌 相关 基因 的 表达 量 与 T2DM 发 病 
进程 的 相关 性 ,本 研究 通过 对 糖尿 病 发 病 不 同时 期 
6 个 肥胖 基因 的 mRNA 表达 量 进行 分 析 ， 从 而 为 糖 
尿 病 风 险 预 警 和 早期 诊断 提供 指导 。 


1 材料 及 方法 


11 实验 材料 

25 只 食 蟹 猴 由 华南 灵 长 类 研究 开发 中 心 提供 ， 
年 龄 均 大 于 9 2, 采用 单 笼 喂养 ,饲养 温度 16— 
29'C， 相 对 湿度 50% 一 80%。 实 验 试剂 :盐酸 氧 胺 
酮 购 自 沈阳 兽药 三， 血糖 试纸 、 血 糖 仪 由 强生 公司 
提供 ，Trizol 试剂 购 自 Invitrogen 27], SYBR® 
Green 染料 及 SYBR® Premix Ex TaqTM 购 自 
TaKaRa 公司 ，EasyScript First-Strand cDNA 
Synthesis SuperMix 由 TransGen Biotech 公司 提供 ， 
引物 由 上 海 生 工 生物 工程 公司 合成 , 红细胞 裂解 液 
自行 配制 (1.6 mmol/L EDTA, 10 mmol/L KHCO;, 
153 mmol/L NH,C1, pH7.4) (Ma et al, 2007). 
1.0 ”实验 方法 
12.1. 实验 猴 分 组 

参考 WHO 诊断 标准 ， 并 根据 所 得 基础 血液 生 
化 指标 、 口 服 糖 耐量 (OGTT) 实 验 以 及 尿检 结果 将 糖 
尿 病 模型 进程 划分 为 4 个 时 期 ( 表 1), 除 对 照 组 为 
普通 膳食 外 ,其 余 各 组 为 高 脂 饮食 (其 中 含 15% 猪 
油 )， 喂 养 时 间 为 18 个 月 。 
1.2.2” 体 况 指标 及 血清 生化 指标 测定 

REIER 12~14 h 后 , 用 盐酸 氯胺酮 按 10 
mg/kg 体重 剂量 进行 麻醉 ,用 电子 秤 称 量 体 重 , OK 
尺 测 量 坐 高 、 腹 围 和 矢 状 腹 围 ( 平 躺 状 态 下 ， 上 腹部 最 
高 处 到 背部 水 平面 的 垂直 距离 )。 从 后 胶 采 取 3 mL 
静脉 血 ， 置 于 干净 管 中 , 室温 下 ， 静 置 30 min, 3 220 
xg， 水 平 离心 15 min, 吸取 上 清 , 酶 法 测定 GLU, 
CHO (胆固醇 )、 TG( 甘 油 三 酯 )、 HDL-C( 高 密度 脂 蛋 
白 )、LDL-C( 低 密度 脂 蛋 白 )。 
1.233. OGTT 实验 

实验 猴 禁 食 12 一 14h Ja, 1&4 g/kg 体重 葡萄 糖 
进行 灌 胃 ,用 便携 式 血糖 仪 分 别 测定 0、30、60、 
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Tab. 1 The standard definition with the different disease phases of T2DM model in the cynomolgus monkey 




























































































" 临床 指标 
时 期 实验 猴 数 目 (只 ) Clinical indicators 
Ph The number of 
NE Monkey 空腹 血糖 FPG (mmol/L) 糖 耐 量 情况 尿 糖 
Fasting glucose Glucose tolerance Urine glucose 
对 照 Control group 5 FPG<3.96 正常 阴性 
模型 初期 Initial phase 5 FPG<3.96 正常 阴性 
模型 中 期 Metaphase 5 3.96< FPG< 5.7 空腹 血糖 受 损 (IFG) 阴性 
临床 前 期 Preclinical phase 5 FPG< 5.7 糖 耐 量 异常 [GT) 1+ 或 2+ 
临床 期 Clinical phase 5 FPGZS5.7 且 和 持续 存在 糖 耐量 异常 (GT) 3+ 
90. 120 min 血糖 值 ， 并 在 0、120 min 采取 0.5 mL 因 的 相对 表达 量 是 以 自身 组 内 的 相应 基因 为 参考 ， 























血液 用 猴 胰 岛 素 酶 联 免 疫 分 析 试 剂 盒 测 定 胰岛 素 ， 
并 根据 实验 结果 计算 血糖 代谢 指数 ， 其 中 
HOMA-IR = FPG x FINS/22.5; Si=1/(FPGxFINS); 
空腹 8 细胞 功能 指数 =FINS/FPG。 
1.2.4 外 周 血 白细胞 总 RNA 提取 及 其 cDNA 制备 
REIER 12—14 h 后 ， 从 股 静 脉 取 血 5 mL, 
将 其 与 25 mL 红细胞 裂解 液 混 义 ， 冰 上 放置 30 min, 
WM SU E: P AUER, bia B coc A an 
胞 。 然 后 使 用 Trizol (Invitrogen) 提 取 外 周 血 白细胞 
总 RNA (Puissant & Houdebine, 1990), H] EasyScript 
First-Strand cDNA Synthesis SuperMix (TransGen 
Biotech) #4] 0.5 ug RNA 反 转 录 为 cDNA， 所 得 
cDNA 于 -20 人 保存 备用 。 
1.2.5 ”糖尿 病 PCR 引物 设计 及 菊 光 定量 PCR 

设计 了 6 个 肥胖 基因 人 猴 通 用 的 引物 序列 ,并 
以 GAPDH 和 YWHAZ 为 内 参 (Sluimer et al, 2007), 
所 有 肥胖 相关 基因 和 内 参 的 PCR. 产物 长 度 均 在 
180—250 bp 之 间 。 用 SYBR Green 染料 (TaKaRa) 
对 6 个 基因 进行 荧光 定量 PCR 分 析 , 反应 体系 为 20 
uL: 10 uL SYBR® Premix Ex Taq'™ (x2), 0.4 uL PCR 
正 向 、 反 向 引物 (10 ummol/L), 2 uL cDNA. 模板 (100 
ng), 7.2 nLddH2O。 菊 光 定 量 PCR 步骤 : (1) 预 变性 
95°C, 30 s; (2) PCR DN 95°C, 5 s; 60°C, 34 s, 共 40 
个 循环 ; (3) 融 解 曲线 分 析 : 95°C, 15 min; 60°C, 1 h; 
95°C, 15 min. 
1.2.6 ”数据 处 理 和 分 析 

去 除 无 信号 、 融 解 曲 线 差 、CT<8 或 CT>35 及 
ACT >13 的 反应 ， 对 荧光 定量 PCR 结果 进行 初步 分 
析 ， 并 采用 2“““! 法 计算 各 基因 相对 于 对 照 食 蟹 猴 
中 相应 基因 的 表达 量 (Livak & Schmittgen, 2001), 
用 ANOVA 法 比较 正常 、 模 型 进程 不 同时 期 食 蟹 猴 
糖尿 病 肥 胖 相 关 基 因 的 表达 差异 。 而 正常 对 照 组 基 


















































































































































































































































































































































内 参 基因 的 表达 量 是 相对 于 另 一 个 内 参 进行 比 对 。 
2 结 R 


21 体 况 与 代谢 特征 指标 与 糖尿 病 各 时 期 的 比较 

RIR T2DM 发 病 不 同时 期 体 况 与 血清 生化 
指标 的 比较 如 表 2 Pras: 与 对 照 组 相 比 ,体重 和 腰 
围 除 模型 中 期 外 , 在 其 他 时 期 都 有 不 同 程度 地 增加 ， 
而 矢 状 腹 围 与 BMI 在 发 病 各 时 期 变化 不 大 ; 血清 脂 
质 中 TG 和 HDL 变化 不 显著 ,CHO 与 LDL 在 模型 
中 期 及 临床 期 差异 显著 (P<0.05)， 且 LDL 在 模型 中 
期 、 临 床 前 期 及 临床 期 的 含量 分 别 增长 了 14.62、 
11.83 和 11.69 倍 ; FPG 在 临床 期 达到 最 大 值 , 为 
(7.58+1.56) mmol/L, OGTT 2 h 血糖 在 临床 前 期 和 
临床 期 分 别 为 (11.06+6.05) mmol/L 和 (13.12+2.89) 
mmol/L， 显 著 高 于 初始 值 (P<0.01); 胰岛 素 含 量 在 
模型 中 期 与 临床 前 期 含量 升 高 ， 临 床 期 含量 反而 降 
低 。 胰岛 素 抵 抗 指数 (HOMA-IR) 与 糖尿 病 发 病 进程 
呈正 相关 , 在 临床 期 达到 最 大 值 ; 而 胰岛 素 敏感 指 
数 Si 和 空腹 B 细 胞 功能 指数 则 相反 , 在 临床 期 最 低 ， 
分 别 为 0.0026 和 7.42(P<0.01)。 
2.2 ” 食 蟹 猴 外 周 血 白细胞 中 糖尿 病 肥胖 相关 基因 

mRNA 表达 差异 

Ee T2DM 发 病 不 同时 期 外 周 血 白细胞 中 
肥胖 相关 基因 mRNA 表达 量 如 表 3 所 示 : CDKN2B、 
IGF2BP2 和 FTO 表达 量 随 疾病 的 发 生发 展 而 上 调 ， 
在 临床 期 达到 最 大 值 ， 其 中 , IGF2BP2 和 FTO 的 表 
达 量 分 别 是 对 照 组 的 65.92 和 4.30 fi, 差异 极 显著 
(P«0.01). IRX3 和 SOX4 在 对 照样 本 中 的 相对 表达 
ABK, 其 CT 值 分 别 为 (36.07 土 0.98) 和 (35.50 + 
0.18), 而 GAPDH CT 值 为 (22.48 土 4.67)。 因 此 ,， 相 
对 于 表达 量 很 高 的 阳性 对 照 而 言 ,其 基因 表达 量 很 
低 ; 但 在 疾病 发 病 进程 中 的 各 个 时 期 得 到 有 效 表 
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X2 Qk T2DM 发 病 不 同时 期 体 况 与 血清 生化 指标 比较 


Tab.2 Anthropometrics and metabolic characteristics with the different disease phases of T2DM in the cynomolgus monkey 
时 期 Phase 

























































































































































































测定 项 对 照 模型 初期 模型 中 期 临床 前 期 临床 期 
Mes ent: Control group Initial phase Metaphase Preclinical phase Clinical phase 
体 况 指标 Anthropometric 
体重 Body weight (kg) 7.2941.02 10.18+1.95** 06.55+1.93 07.65+2.08 09.12+2.70* 
i Hi] Waist circumference (cm) 37.80+3.83 48.30+5.95** 39.70+5.29 40.40+7.96* 42.704+9.44** 
ae dois co outer civ ar) 9.90+1.14 11.80+1.30 10.40+1.14 09.90+1.78 11.9042.48 
体重 质量 指数 BMI (kg/m?) 39.75+4.83 42.41413.24 42.24+5.38 49.61+17.41 49.78+11.51 
清 脂 质 水 平 Fasting serum lipids (mmol/L) 
甘油 三 酯 TG 1.20+0.68 00.79+0.23 01.27+0.68 01.16+0.69 00.79+0.40 
日 固 醇 CHO 2.07+0.35 04.14+0.59 10.5745.21* 08.36+5.41 10.79+5.62* 
高 密度 脂 蛋白 HDL 1.13+0.17 01.55+0.73 01.804-0.40 01.94+0.90 01.88+0.62 
低 密 度 脂 蛋白 LDL 0.78+0.27 01.38+1.36 12.19+7.08* 10.01+8.65* 09.90+£7.42* 
糖 Plasma glucose (mmol/L) 
空腹 血糖 Fasting glucose 3.46+0.32 03.66+0.21 04.78+0.58* 04.12+0.67 07.58+1.56** 
y te quam rien OCe 3.3640.36 03.7140.23 03.68+0.55 11.06+6.05** 13.1242.89** 
Wi € Serum insulin (pmol/L) 
空腹 胰岛 素 Fasting insulin 59.27+4.27 62.12+5.18 78.2845.16** 70.7237.26** 54.86+9.78 
糖 代 谢 指数 Derived indices 
胰岛 素 抵抗 指数 HOMA-IR 9.10+0.93 10.13+1.28 16.58+1.69** 14.19+1.55** 18.74+6.92** 
胰岛 素 敏感 指数 (Si, x10) 0.49+0.06 00.41+0.09* 00.27+0.03** 00.32+0.04** 00.2640.07** 
空腹 B 细胞 功能 指数 FBCI 17.26+2.27 16.98+1.24 16.6142.61 15.7122.13 07.42+1.67** 
数据 以 平均 值 土 标准 误 表 示 ; * ** 分 别 表示 差异 显著 和 极 显 著 。 





Values are means + SE; the * and ** over bars indicate significantly different with P<0.05 and P<0.01, respectively. 


#3 f T2DM 不 同 发 病 时 期 6 个 肥胖 基因 的 相对 表达 量 


Tab.3 The relative expression of six obesity-related genes with the different disease phases of T2DM in the cynomolgus monkey 











时 期 (Phase) 

基因 符号 基因 名 称 - ES - 

sf HE 异型 初 其 HR rp H m H m EK HJ 

de Ae AIR 模型 初期 模型 中 其 临床 前 其 临床 期 
Control group Initial phase Metaphase Preclinical phase Clinical phase 
肥胖 基因 Obesity associated gene 
GDR abr” SYelin:dependent kinase Sregulatory, 1.40+0.48 N/A N/A 0.21 N/A 
subunit associated protein 1-like 1 

CDKN2B Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B 1.03+0.29 03.04+0.83 04.3340.34 05.08+1.66* 05.7843.52* 





IGF2BP2 Insulin-like growth factor 2 mrnabinding protein 2 1.2540.59 13.58+0.04* 32.8748.89** 61.0249.25** 65.92+4.39** 








FTO Fat mass and obesity associated gene 0.26+0.04 0.62+0.05 02.08+0.86* 04.1541.54** 04.3040.78** 
IRX3 Iroquois homeobox N/A 1.40 0.71 1.00 00.64+0.24 
SOX4 SRY-related high mobility group-box 4 N/A 2.21 1.75 1.00 00.86+0.03 


内 参 基 因 Positive control 
GAPDH . Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 1.1340.47 00.99+0.16 00.94+0.11 00.98+0.13 00.96+0.12 





YWHAZ Phospholipase A2 1.34+0.89 00.99+0.74 01.36+0.48 01.33+0.84 01.3940.78 




















mRNA 表达 量 以 平均 值 土 标准 误 表 示 ; *** 分 别 表示 差异 显著 和 极 显 闭 ; N/A 即 无 效 的 ,表示 相对 于 对 照 来 说 表达 量 较 低 。 
Values are means+ SE; the * and ** over bars indicate significantly different with P<0.05 and P<0.01, respectively. N/A, that is not available, indicates low 





expression compared with the control group. 
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达 ， 以 临床 前 期 样本 基因 表达 量 作为 基准 进行 分 析 ， 
两 个 基因 表达 量变 化 均 不 明显 。CDK4Z7 上 只 在 对 照 
HH 和 临床 前 期 有 效 表达 ， 而 在 模型 的 其 他 时 期 相对 
表达 量 较 低 。 内 参 基 因 GAPDH 和 YWHAZ 的 相对 
表达 量 应 该 是 1, 但 由 于 存在 个 体 差异 ， 因 此 表达 
量 有 一 定 的 偏差 。 


3 it it 


TR d EE P FE UE VE c CDS AE a RE 7 (3.32. 
+0.59) mmol/L(Hao et al, 2010); 猕猴 正常 FPG<4.4 
mmol/L, 糖尿 病 FPG25.6 mmol/L(LeRoith et al, 
2004); 并 参考 目前 WHO 对 人 的 糖尿 病 最 新 诊断 标 
准 ， 结 合 本 实验 结果 (对 照 组 及 模型 初期 食 蟹 猴 平 
均 血 糖 值 为 2.96 mmoyL， 且 最 大 值 为 3.96 mmol/L, 
而 对 出 现 胰岛 素 抵抗 ， 持 续 高 血糖 , 尿 糖 32-0] ee 
猴 血 糖 值 统 计 结 果 表 明 : FPGS5.7 mmol/L) Ft T 
中 老年 雄性 食 蟹 猴 T2DM 模型 各 时 期 FPG 标准 ， 
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缺少 运动 造成 的 。 此 外 ，FPG、CHO LDL 和 
HOMA-IR 升 高 , Si 和 空腹 $B 细胞 功能 指数 降低 ， 表 
明 在 糖尿 病 发 病 进 程 中 发 生 了 上 胰岛素 抵 抗 和 糖 耐 
量 异常 ,进而 导致 糖尿 病 。 有 研究 认为 ,T2DM A 
与 正常 人 相 比 , 体内 p. 细胞 数量 减少 (Butler et al, 
2003; Yoon et al, 2003), 胰岛 素 分 泌 量 减少 , 临床 期 
胰岛 素 含量 低 于 正常 也 正 说 明了 这 一 点 。 据 此 ， 认 
Aye ER T2DM 模型 被 成 功 诱导 。 

Krishnamurthy et al (2006) 研 究 发 现 , plo ^*^^ K 
达 量 随 年 龄 的 增长 而 增加 ， 其 限制 了 B 细胞 的 再 生 ， 
从 而 可 以 诱发 胰岛 素 抵抗 。Church et al (2010) 报 道 ， 
FTO 过 量 表达 导致 小 鼠 肥 胖 的 主要 原因 是 增加 了 
其 对 食物 的 摄取 量 。 本 研究 结果 显示 , 与 对 照样 本 
相 比 , CDKN2B All FTO 在 发 病 进 程 中 mRNA 表达 量 
上 调 , 特别 是 临床 前 期 和 临床 期 存在 显著 差异 ， 这 
两 个 基因 可 能 通过 影响 B 细 胞 的 功能 及 胰岛 素 敏 感 
性 来 增加 患 病 风 险 。 IGF2BP2 的 表达 量 在 建 模 初 期 
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FPG<3.96 mmol/L 定义 为 对 照 及 糖尿 病 模型 初 
FPGZ5.7 mmol/L 为 临床 期 ; FPG 介 于 对 照 与 临 
其 之 间 ， 且 糖 耐 量 正常 的 为 模型 中 期 ， 由 于 糖 耐 
异常 时 血糖 值 低 于 或 高 于 正音。 因此 , 将 FPG<5.7 
mmolL， 其 糖 耐量 异常 的 定义 为 临床 前 期 。 

f SOS EUH EE T2DM 模型 初期 比 其 
时 期 偏 高 ,， 这 可 能 是 由 于 食 蟹 猴 从 群 养 到 单 答 喂 养 

















Dx GS 



































































































































参考 文献 : 


Butler AE, Janson J, Bonner-Weir S, Ritzel R, Rizza RA, Butler PC, 2003. 
B-cell deficit and increased B-cell apoptosis in humans with type 2 
diabetes [J]. Diabetes, 52: 102-110. 

Church C, Moir L, McMurray F, Girard C, Banks GT, Teboul L, Wells S, 
Briining JC, Nolan PM, Ashcroft FM, Cox RD, 2010. Over expression 
of FTO leads to increased food intake and results in obesity [J]. Nat 
Genet, 42: 1086-1092. 

Dina C, Meyre D, Gallina S, Durand E, Körner A, Jacobson P, Carlsson LM, 
Kiess W, Vatin V, Lecoeur C, Delplanque J, Vaillant E, Pattou F, Ruiz J, 
Weill J, Levy-Marchal C, Horber F, Potoczna N, Hercberg S, Le Stunff 
C, Bougnéres P, Kovacs P, Marre M, Balkau B, Cauchi S, Chévre JC, 
Froguel P, 2007. Variation in FTO contributes to childhood obesity and 
severe adult obesity [J]. Nat Genet, 39: 724-726. 

Duesing K, Fatemifar G, Charpentier G, Marre M, Tichet J, Hercberg S, 
Balkau B, Froguel P, Gibson F, 2008. Strong association of common 
variants in the CDKN2A/CDKN2B region with type 2 diabetes in 
French Europids [J]. Diabetologia, 51: 821-826. 

Frayling TM, Timpson NJ, Weedon MN, Zeggini E, Freathy RM, Lindgren 
CM, Perry JR, Elliott KS, Lango H, Rayner NW, Shields B, Harries 
LW, Barrett JC, Ellard S, Groves CJ, Knight B, Patch AM, Ness AR, 
Ebrahim S, Lawlor DA, Ring SM, Ben-Shlomo Y, Jarvelin MR, Sovio 
U, Bennett AJ, Melzer D, Ferrucci L, Loos RJ, Barroso I, Wareham NJ, 

















就 出 现 明 显 增高 ， 并 随 病 程 的 发 展 进一步 提高 ; 而 
IRX3. SOX4 和 CDKALI 在 糖尿 病 发 病 的 某 些 时 期 
相对 表达 量 较 低 ， 其 与 食 蟹 猴 糖 尿 病 的 相关 性 还 有 
待 进 一 步 证 实 。 综 合 以 上 结果 , 三 个 肥胖 相关 基因 
CDKN2B. IGF2BP2 和 FTO 与 糖尿 病 具 有 明显 的 相 
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血型 抗体 水 平 的 分 布 情况 
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摘要 : 绝 大 部 分 灵 长 类 动物 存在 与 人 类 相似 的 ABO 血型 系统 ， 该 研究 采用 改良 流 式 法 (flow cytometry method, 
FCM) 检 测 猕 猴 及 食 蟹 猴 血 清 中 血型 抗体 水 平 的 分 布 情况 。 以 流 式 细胞 术 为 基础 , 使 用 商品 化 人 源 红细胞 为 靶 引 
并 通过 加 入 特异 性 荧光 标记 的 抗 人 IgM 或 IgG 二 抗 ， 对 收集 的 实验 用 猕猴 及 食 蟹 猴 的 血清 样本 进行 检测 ， 以 人 
健康 受 试 者 的 血清 样本 为 对 照 ， 比 较 两 者 血型 抗体 水 平 的 差异 。 结 果 显 示 : 预先 用 人 O 型 浓缩 红细胞 吸附 猴 
中 所 含 种 属 间 非特 异性 抗体 后 ， FCM 法 能 够 准确 检测 型 抗体 水 平 及 分 型 ， 发 现 猴 血清 中 天 然 血 型 抗 
的 水 平 明 显 低 于 健康 人 (P<0.05)。 由 此 得 出 : 通过 预 处 理 清除 非特 异性 抗体 的 干扰 后 , FCM 法 同样 适用 于 灵 长 类 
动物 血清 中 血型 抗体 的 检测 ， 也 为 构建 灵 长 类 动物 模拟 人 ABO 血型 不 合 器 官 移植 模型 提供 了 技术 保障 和 实验 数 
据 。 
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Application of flow cytometry to detect ABO blood group 
antibody levels in rhesus monkeys and cynomolgus monkeys 
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3. Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China) 


Abstract: Similar to humans, most of non-human primates also contain the ABO blood group system. In this study, 
we sought to evaluate the ABO antibody (Ab) levels in monkeys using a modified flow cytometry method (FCM). The 
standard commercial human A or B-red blood cells (RBCs) were used as target cells. The binding of target cells and 
anti-A or B blood group Ab in sera of rhesus or cynomolgus monkeys was detected by flow cytometry after adding 
secondary specific fluorescence-labeled anti-human IgG or IgM Ab. Human healthy blood donor sera were used as 
controls. The results revealed that, using clear monkey sera, which were pre-absorbed on normal human type O RBCs to 
remove non-specific anti-human Abs, the modified FCM gave an accurate detection of ABO Ab levels in monkeys. 
When compared with the results of human sera, the distribution of ABO Ab levels in monkey sera were significantly 
lower (P<0.05). We concluded that the modified FCM could be used for the detection of monkey ABO Ab levels. The 
technique and data will be very valuable for the future establishment of ABO-incompatible organ transplant models in 
non-human primates, which could improve clinical applications. 


Key words: Flow cytometry; ABO blood group antibody; Rhesus monkeys; Cynomolgus monkey 
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£& X DA REA, UHR, WR, OR 
等 , 也 存在 与 人 类 相似 的 ABO 血型 系统 ,虽然 其 外 
周 血红 细胞 上 极 少 表达 A 或 B 型 抗原 , 但 其 循环 
系统 中 同样 可 预存 一 定 水 平 的 血型 特异 性 抗体 
(Terao et al, 1981; Doxiadis et al, 1998). AHR RIE 
猴 是 临床 前 实验 模型 中 最 常用 的 灵 长 类 动物 ， 划 
清 内 血型 天 然 抗 体 水 平 及 分 布 情况 尚 无 明确 的 # 
道 。 灵 长 类 动物 的 器 官 移植 模型 是 常用 的 重要 的 
床 前 研究 模型 ， 受 者 循环 中 的 血型 天 然 抗体 可 能 
致 血型 不 合 供 者 器 官 的 体液 性 损伤 ， 从 而 显著 影 
移植 物 存活 (Cooper et al, 1988, 1989). 因此 , 研究 灵 
长 类 动物 循环 中 血型 天 然 抗 体 水 平 的 分 布 情况 具 
有 较为 重要 的 亚 临 床 应 用 价值 。Stussi et al (2005) 
建立 了 一 种 通过 流 式 细胞 仪 ECM) 来 检测 人 天 然 血 
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型 抗体 水 平 的 新 方法 , 我 们 在 其 基础 上 加 以 改良 ， 
并 首次 应 用 于 灵 长 类 动物 , 通过 对 比 人 类 健康 受 试 
者 , 研究 了 猴 血 型 天 然 抗 体 水 平 的 其 体 分 布 情况 及 
其 与 人 类 对 比 的 差异 。 


1 材料 与 方法 


1.1. 红细胞 与 血清 样本 

实验 靶 红 细胞 为 商品 化 的 人 源 ABO 血型 悬浮 
红细胞 , 细胞 比例 相对 恒定 且 表 位 共有 较 稳定 均一 
的 血型 抗原 表达 量 , 来 源 于 上 海 血 液 生物 医药 有 限 




























































































uL 与 等 体积 倍 比 稀释 的 待 测 血清 混合 ， 轻 微 振荡 
Ja 4°C IFA 30 min， 流 式 缓冲 液 PBS+2%BSA+0.1% 
BAM AVE 2 次 ,1000 rm 离心 min, 分 别 滴 加 
1: 50 稀释 的 、FITC 标记 的 羊 抗 人 IgM 或 IgG 二 
抗 10 pL/ 管 (北京 中 衫 金桥 生物 技术 有 限 公 司 ), 4°C 
RCRA 30 min, 再 清洗 2 次 后 添加 流 式 缓冲 液 
300 huL/ 管 ,然后 采用 流 式 细胞 仪 检测 (FACSAria 
Becton Dickinsom)。 为 去 除非 特异 性 交叉 抗体 的 干 
ti, AB 型 混合 血清 预先 与 浓缩 A 和 B 红细胞 孵育 
后 作为 阴性 对 照 ; O 型 混合 血清 作为 阳性 对 照 。 检 
测 结果 以 扣除 阴性 对 照 后 的 几何 平均 荧光 度 
(Gmean) 值 来 衡量 抗体 结合 水 平 。 为 使 结果 准确 可 
T, 所 有 检测 均 重 复 2 次 取 平 均值 。 
13 FCM 法 检测 猴 血 清 的 血型 抗体 

为 去 除 猴 血清 中 可 能 在 在 的 种 属 间 非 特异 + 
抗体 的 干扰 , 取 200 pL 新 鲜 猴 血清 标本 与 100 uL 
浓缩 人 O 型 红细胞 混 匀 后 , 37C 水 浴 30 min, 900g 
离心 5 min, 吸取 上 清 , 再 次 1200g 离心 5 min, 3X 
取 上 清 , 重复 吸附 1 次 后 获得 最 终 吸附 后 的 猴 血 清 ， 
分 装 冻 存 备 用 。 余 检测 猴 血 型 抗体 步骤 同 1.2 T. 
分 别 检测 吸附 前 、 后 猴 血 清 的 血型 抗体 水 平 ， 以 了 
解 种 属 非特 异性 抗体 的 干扰 情况 。 
14 数据 统计 

所 有 数据 分 析 使 用 SPSS17.0。 两 组 血清 样本 滴 










































































































































































































































































































































































责任 公司 。 所 有 猴 或 健康 受 试 者 的 血清 样本 均 与 对 
应 分 型 的 训 红 细胞 结合 ， 以 检测 血清 中 预存 的 天 然 
血型 抗体 水 平 。 健康 猕猴 25 只 (A 型 6 只 ,B 型 14 
R, AB 型 5 HEC 24 R (A 型 8 只 , B 型 12 
R, AB 型 4 只 ) 分 别 来 源 于 中 国 科 学 院 昆明 动物 下 
究 所 实验 动物 中 心 和 广州 蓝 岛 生物 技术 有 限 公司 
华南 灵 长 类 研究 开发 中 心 ， 猕猴 体重 约 5 一 10 kg, 
食 蟹 猴 体 重 约 3—5 kg, 均 为 雄性 。52 份 健康 受 试 
者 血清 样本 (A 型 16 例 , B 型 16 例 , O 型 12 例 , AB 
型 8 例 )， 均 来 源 于 本 移植 中 心 亲属 移植 健康 供 者 捐 
献 ， 男 女 比 例 为 50%, 平均 年 龄 为 42 岁 (28 一 55 
岁 )。 所 有 血清 均 通 过 标准 方法 鉴定 血型 并 确定 为 
HIV, HBV, HCV 阴性 , Rh 均 为 阳性 。 
新 鲜血 清 样 本 的 采集 : 使 用 促 凝 管 采 
室温 静 置 h, 放置 4C 冰 箱 过 夜 , 可见 清亮 血清 析 
tH, 离心 10 min (3800 rm), 吸取 血清 分 装 后 放置 
-80C 冰 箱 保存 备用 。 
1.20. 流 式 法 FCM 法 ) 检 测 人 血清 的 血型 抗体 水 平 
调整 红细胞 浓度 约 为 1X10 /mL, 每 管 吸取 50 
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度 比 较 采 用 非 参 数 检验 ，SD( 标 准 差 ) 作 为 衡量 变异 
度 。 采 用 双向 检验 , P<0.05 为 统计 学 差异 。 


2 结 R 


2.4. 猴 的 各 分 型 血清 在 吸附 前 、 后 的 抗 A Kin B 
抗体 的 IgM 和 IgG 定性 检测 情况 
通过 FCM 法 检测 猴 血 清 标 本 中 最 适宜 滴 度 下 
的 抗 A 及 或 抗 B 抗体 的 阳性 情况 ， 并 检测 抗体 水 平 
在 血清 吸附 前 后 的 差异 。 结 果 显 示 , 吸附 前 存在 一 
定 的 种 属 间 非特 异性 抗体 的 干扰 ， 出现 低 水 平 的 假 
阳性 , 吸附 后 干扰 消失 。 吸 附 后 在 B 型 血清 中 检测 
到 明显 的 抗 A 型 红细胞 的 IgM 抗体 , 而 在 A fI AB 
型 血清 中 则 未 检测 到 上 述 抗 体 ; 在 A 型 血清 中 检测 
到 明显 的 抗 B 型 红细胞 的 IgM 抗体 , 而 在 B fI AB 
型 血清 中 则 未 检测 到 。 抗 A sk B 型 红细胞 的 IgG 
抗体 在 吸附 后 的 A、B 及 AB 型 血清 中 均 未 检测 到 
(图 1)。 
2.) ” 猴 血 清 中 种 属 间 非特 异性 抗体 对 血型 抗体 的 
半 定 量 检测 的 干扰 
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采用 人 O 型 浓缩 红细胞 预先 吸附 处 理 猴 血 清 ”的 变化 ,图 2 显示 一 例 食 蟹 猴 典 型 个 例 的 检测 结果 ， 
中 种 属 间 非 特异 性 抗体 , 通过 FCM 法 检测 吸附 前 ” 吸附 后 的 猴 07cy05( 血 型 为 B) 的 抗 人 A 型 红细胞 的 
后 血清 中 的 血型 抗体 随 血 清 倍 比 稀释 的 荧光 强度 IgM. 抗体 较 吸附 前 血清 有 所 降低 , 但 仍 保持 一 定 的 


靶 红 细胞 血型 分 型 
Blood group type 

























































































红细胞 A Type A 红细胞 B Type B 


吸附 前 Non-absorbed 


A Ifi iE A 
Monkey sera A 


吸附 后 Absorbed 


吸附 前 Non-absorbed 


猴 血 清 B 
Monkey sera B 


吸附 后 Absorbed 


吸附 前 Non-absorbed 


猴 血 清 AB 
Monkey sera AB 


吸附 后 Absorbed 
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图 1 FCM 法 分 别 检测 食 蟹 猴 的 A、B 及 AB 型 血清 特异 吸附 前 、 后 的 抗 人 红细胞 抗原 A/B 的 IgM 和 IgG 水 3 
Fig. 1 Measurement of anti-A/B IgM and IgG by FCM in A, B or AB blood group sera in cynomolgus monkeys before 

and after specific adsorption 
透明 图 : 吸附 后 的 猴 AB 型 血清 与 人 红细胞 表面 抗原 AB 结合 (阴性 对 照 ); 灰色 : 填充 图 为 各 型 猴 血 清 与 人 红细胞 表面 抗原 A/B 的 结合 。 
Open histograms represent the staining of the binding of absorbed monkey AB serum with human A or B- RBCs (negative control). The grey filled 
histograms represent the staining of the binding of the tested monkey sera with human A or B- RBCs. 



















































































07cy05 IgM Bid 07cy05 IgM 
12 1 
—e- Non-absorbed sera —e— Non-absorbed sera 
a —o— Absorbed sera 2 16 —o— Absorbed sera 
E 10 £ 
aE B.S 
mo 8 m3 84 
EE z 25 
HE RE 6 
总 三 re 
E e is 
2 - - - + + + + - - 2 + + - - - - + 1 1 
4 8 16 32 64 128 256 512 1024 4 8 16 32 64 128 256 5121024 
血清 稀释 度 Sera titers 抗体 稀释 度 Sera titers 








图 2 流 式 分 析 显示 一 例 BAY AMEE (07cy05) 血 清 特异 吸附 前 后 的 抗 A 抗体 IgM 和 IgG 的 变化 水 平 
Fig. 2 Changes of anti-A IgM and IgG levels measured by FCM in a blood group B cynomolgus monkey’ s serum 
(07cy05) before and after specific adsorption 
A) 吸附 后 的 抗 A 抗体 IgM 强度 略 有 下 降 但 仍 显 示 一 定 的 阳性 水 平 ; B) 抗 A-IgG 抗体 在 血清 吸附 处 理 后 基本 接近 于 阴性 对 照 。 
A) anti-A IgM levels decreased after specific adsorption of the serum but still kept positive; B)anti-A IgG levels were very closed to negative control 
after the absorption of the serum. 
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阳性 水 平 (图 2A); 吸附 前 血清 的 血型 抗体 IgG 检测 16 Lr ohne es 

出 现 低 水 平 的 阳性 情况 , 而 吸附 后 基本 降 至 阴性 水 gue. a 

平 (图 2B)。 而 其 他 猴 血 清 中 针对 人 A 或 B 型 红 细 "TEL 

胞 的 抗 A 或 B 抗 体 水 平 检测 结果 与 所 示 典 型 个 例 的 Seo 

趋势 相似 。 EHE ` 

13 FAN TIRILA ABO 血型 抗体 清 度 的 判定 5 6 Oo IRIRI Antibody titer 
在 FCM 法 检测 所 有 猴 的 血清 样本 (吸附 后 ) 的 3 og 阴 性 对 昭 

结果 判定 中 , 我们 均 以 检测 到 的 几何 平均 荧光 强度 Mam 

(Gmeanm) 值 最 早 接近 或 基本 达到 阴性 对 照 值 时 的 1 血清 稀释 度 Sera titers 

清 倍 比 稀释 度 为 衡量 点 , 用 以 判定 所 检测 血清 的 图 3 FCM 法 检测 一 例 B 型 食 蟹 猴 血清 单 样 本 中 随 稀 释 度 








开 ! 


型 抗体 滴 度 水 平 (图 3)。 此 外 , 为 了 使 判定 结果 更 为 
























































准确 可 靠 ,在 不 加 血清 的 单纯 阴性 对 照 基础 上 ， 加 
设 同 例 血 清 针对 同型 人 红细胞 反应 的 自身 阴性 对 

















照 组 。 如 图 3 所 示 , 一 例 B 型 的 食 蟹 猴 血 清 稀 释 度 
在 1 : 256 时 针对 人 A 型 红细胞 的 血型 抗体 的 荧光 
强度 水 平 非常 接近 两 组 阴性 对 照 ， 故 判定 该 例 
中 的 血型 抗体 滴 度 水 平 为 1 : 256( 图 3). 
2.4 比较 人 和 猴 血 清 中 天 然 血 型 抗体 滴 度 水 平 的 
分 布 差异 
采用 FCM 法 检测 收集 的 全 部 52 例 健 康 受 试 者 
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变化 的 抗 抗体 水 平 及 抗体 滴 度 的 判定 
Fig.3 Anti-A IgM levels in doubling diluted sera of ablood 
group B cynomolgus monkey measured by FCM and 
the determination of the antibody titer 
点 折线 : PTC AE PAR A RRE BA PERT RR 1 256 时 为 抗体 
WORE; 虚线 : 单纯 阴性 对 照 ; 灰色 方块 折线 : 同 例 血 清 针对 抗原 B 的 自 
身 阴 性 对 照 。 
The black dot curve showed that the serum dilution (1 
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* 256) was used to 
represent the anti-A IgM level, at which the mean fluorescence intensity was 
the first one very closed to the negative control. The dash line represented 
the negative control without adding the monkey serum. The gray block 
curve represented the self negative control using the same monkey serum 


reacted with blood group B human RBCs. 
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图 4 通过 FCM 法 检测 的 所 有 收集 的 猴 ( 猕 猴 和 食 蟹 猴 ) 和 人 (健康 受 试 者 ) 血 清 样 本 中 血型 抗体 IgM 水 平 的 分 布 
Fig.4 The distributions of anti-A/B IgM antibodies levels in the sera of all the monkey (Rhesus and Cynomolgus monkeys) 
and human blood samples 
A, C: 猴 血 清 中 抗 A/B 的 血型 抗体 水 平 主要 分 布 在 1 : 64~1 : 2 048 之 间 ; B、D: 人 血清 中 抗 A/B 的 血型 抗体 水 平 主要 分 布 在 1 : 512~1 :8 
192 之 间 。 A,C: the levels of anti-A/B IgM antibody in monkey sera were ranging from 1 : 64 to 1 : 2048; B,D: the levels of anti-A/B IgM antibody in 


human sera were ranging from 1:512 to 1 : 


8192. 
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的 健康 受 试 者 和 实验 猴 的 A 或 B 
商品 化 人 源 B 或 A 型 
果 显 示 ， 猴 血清 
: 2 048 之 间 ( 图 
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表 1 


型 抗体 滴 度 主要 分 布 在 1 





: 64 




















: 512 到 1 
D)。 结 果 统 计 比 较 ， 猴 血 ; 
水 平 明显 低 于 健康 人 (P<0.05)。 
的 健康 受 试 者 和 实验 猴 的 A 或 B 型 
应 的 B 或 A 型 红细胞 抗原 的 血型 抗体 滴 度 水 平 
占 各 样本 总 数 的 比例 情况 。 


4A. C) 








WAÉ 
: 8 192 之 间 ( 
青 中 天 然 血 型 抗体 的 滴 度 


青 中 血型 抗体 
图 4B、 
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4 样本 中 针对 

















滴 度 的 测定 结果 


Tab.1 


in monkey and human sera 





清 稀释 度 Sera titers 


























A 





所 有 猴 和 人 血清 样本 中 抗 A/B 抗体 IgM 
Frequency of anti-A/B IgM antibody titers 


清 组 别 Blood group of sera 


B 















































猕猴 样本 数 No. Rhesus 6 14 
清 稀释 度 Sera titers anti-B antibody anti-A antibody 
: 64 1(16.7%) 1(7.1%) 
: 128 0(0%) 3(21.4%) 
: 256 2(33.3%) 3(21.4%) 
1512 1(16.7%) 4(28.6%) 
: 1024 1(16.7%) 1(7.1%) 
:2048 1(16.7%) 2(14.3%) 
RRA z 5 
No. cynomolgus 
清 稀释 度 Sera titers anti-B antibody anti-A antibody 


























: 64 0(0%) 1(7.1%) 
: 128 112.5%) 3(21.4%) 
: 256 3(37.5%) 2(14.3%) 
1512 2(25%) 2(14.3%) 
: 1024 1(12.596) 1(7.196) 
: 2048 1(12.596) 3(21.4%) 

健康 受 试 者 样本 数 

No. human donors L6 1e 
清 稀释 度 Sera titers anti-B antibody anti-A antibody 
1512 2(12.5%) 0(0%) 
> 1024 5(31.3%) 6(37.5%) 
:2048 4(25%) 5(31.3%) 
: 4096 4(25%) 2(12.5%) 
: 8 192 1(6.3%) 3(18.8%) 


*n (n%) 分 别 代表 对 应 抗 A/B 抗体 滴 度 的 例 数 及 所 占 各 分 类 样本 数 的 比 


例 。 


*n (n%) represents the numbers of the anti-A/B antibody titers and the 


percentages of the titer in the same blood group sera. 
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基于 此 ， 人 们 尝试 改进 多 种 方法 ， 
Stussi et al (2005) 建 立 了 一 种 通过 
来 检测 人 天 然 
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型 抗体 水 平 的 新 方法 ,能 较 准确 评 
型 抗体 IgG 及 IgM 分 别 的 水 5 
红细胞 需要 较为 复杂 的 特殊 人 处理。 
中 对 Stussi et al (2005) 的 FCM 法 加 以 改进 ， 
检测 人 血清 中 
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的 抗原 表达 量 。 对 比 应 
之 处 主要 为 ， 预 先 吸附 
抗体 以 尽量 避免 
结果 显示 ， 预 处 理 
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Cooper et al (1989) 早 期 研究 表明 ,在 狮 狮 的 
ABO 血型 不 合同 种 异体 心脏 移植 术 后 由 血型 抗体 
介 导 的 急性 体液 性 排斥 例 数 ， 占 33%; 而 67% 为 细 
胞 性 排斥 ， 较 临床 人 类 ABO 血型 不 合 移植 (未 经 特 
殊 处 理 ) 的 急性 体液 性 排斥 发 生 率 低 ， EE RS 
清 中 预存 的 血型 抗体 早期 由 于 血管 屏障 未 能 有 多 
的 识别 组 织 中 的 血型 抗原 或 抗体 水 平 不 足以 介 导 
急性 体液 性 排斥 。 我 们 通过 对 收集 的 健康 受 试 者 和 
实验 猴 的 血清 样本 的 血型 抗体 滴 度 水 平 检测 的 结 
果 显 示 ， 猴 血清 中 针对 红细胞 抗原 A 或 B 的 血型 抗 
体 滴 度 主要 分 布 在 1 : 64 到 1 :2048 之 间 , 而 人 
清 中 血型 抗体 滴 度 主要 分 布 在 1:512 到 1:8 19 
之 间 , 对 比 得 出 猴 血 清 中 天 然 血 型 抗体 的 滴 度 水 3 
明显 低 于 健康 人 。 这 个 实验 结果 也 间接 支持 了 
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型 抗体 水 平 的 分 布 情况 » 
抗体 监测 至 关 重 要 。 我 们 建立 的 改良 FCM 法 用 于 

















猴 血 清 中 血型 抗体 的 检测 ， 结 果 显 示 该 法 较为 准确 
适用 , 对 构建 模拟 人 ABO 血型 不 合 器 官 移植 术 的 
灵 长 类 动物 模型 提供 了 技术 保障 。 预 先 抽 血 检测 实 
验 猴 血清 中 预存 的 血型 抗体 水 平 即 可 初步 筛选 出 
适用 于 ABO 血型 不 合 配对 可 能 发 生 急性 体液 性 排 
斥 的 阳性 对 照 组 ， 也 可 通过 皮下 注射 血型 抗原 预先 
免疫 ， 以 特异 升 高 血型 抗体 水 平 ， 从 而 成 功 建立 灵 
长 类 ABO 血型 不 合 器 官 移植 急性 体液 性 排斥 模型 
(Cooper et al，1988，1993)， 这 为 进一步 模拟 临床 
ABO 血型 不 合 移植 的 深入 研究 提供 了 良好 的 灵 长 
类 大 动物 模型 。 

总 之 , 我 们 建立 了 一 种 准确 度 和 敏感 度 都 更 好 
的 FCM 法 来 检测 猴 血 清 中 抗 A ER B 血型 抗体 的 水 













































































HE 


















































































































































Saco atom Cp Lo VOR 
长 类 动物 血清 中 预存 血型 抗体 水 平 不 足以 介 导 急 
性 体液 性 排斥 的 事实 。 

在 ABO 血型 不 合 器 官 移植 导致 的 排斥 反应 中 ， 
受 者 循环 系统 中 的 血型 抗体 水 平 发 挥 关键 作用 ， 因 
此 稳定 可 靠 的 血型 抗体 检测 技术 对 于 手术 全 程 的 
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平 及 分 型 。 并 通过 该 技术 检测 出 健康 受 试 者 和 实验 
猴 血 清 中 血型 抗体 滴 度 的 具体 分 布 情况 。FCM 法 可 
能 成 为 一 种 标准 化 和 统一 化 的 新 技术 , 并 可 能 逐步 
替代 目前 国内 外 ABO 血型 不 合 移 植 所 采用 的 血型 
抗体 监测 手段 。 
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摘要 : 精神 分 裂 症 是 一 种 复杂 的 精神 疾病 , 全 世界 约 有 1% 的 人 患 有 这 种 疾病 。 以 往 的 研究 发 现 , 精神 分 裂 症 
患者 的 脑 容量 比 正常 人 小 ,日 一 些 精神 分 裂 症 易 感 基因 的 DNA 序列 多 态 性 也 同时 与 脑 的 结构 异常 有 关 ， 这 与 精 
神 分 裂 症 的 神经 发 育 假说 是 吻合 的 。 最 近 研 究 发 现 ， 人 的 DKK4 基因 的 SNP(rs2073665) 与 精神 分 裂 症 显著 相关 。 
为 了 研究 DKK4 精神 分 裂 症 易 感 SNP 是 否 与 | Werte, 本 文 检 测 了 961 个 正常 人 rs2073665 的 基因 型 并 测量 了 
他 们 的 脑 容量 。 相 关 性 分 析 发 现 , rs2073665 在 加 性 模型 下 和 显 性 模型 下 都 与 脑 容量 存在 显著 相关 性 ， 这 为 精神 分 
裂 症 易 感 基 因 同 时 能 影响 脑 容量 提供 了 证 据 ， 同时 也 为 精神 分 裂 症 的 神经 发 育 异常 假说 提供 了 佐证 。 


关键 词 : 精神 分 裂 症 ; 脑 容量 ; DKK4; 单 核 苷 酸 多 态 性 
中 图 分 类 号 : Q987.2; Q5932; R749.3 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)01-0062-04 
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Association of the schizophrenia susceptible gene DKK4 with 
brain volume in Chinese populations 


ZHANG Li-Hua!, LI Ming”, SHI Xiao-Dong*, REN Hui’, SU Bing’, XU Zhong” 


(1. Department of Geratology, The First Affiliated Hospital of Kunming Medical College, Kunming 650031, China; 2. State Key Laboratory of Genetic 
Resources and Evolution, Kunming Institute of Zoology and Kunming Primate Research Center, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China; 
3. Graduate School of Chinese Academy of Sciences, Beijing | 100049, China; 4. Biological Resources and Environmental Science College, Qujing Normal 

University, Qujing 655011, China; 5. Department of Neurology, The First Affiliated Hospital of Kunming Medical College, Kunming 650031, China) 


Abstract: Schizophrenia is one of the most severe mental disorders with a worldwide incidence of 1%. Previous 
studies suggested that the brain volumes of the schizophrenia patients were much smaller than the healthy individuals and 
many schizophrenia susceptible genetic variants have been shown associated with structural brain abnormalities in 
patients, which is consistent with the neurodevelopmental hypothesis of the etiology of schizophrenia. Recently, the 
DKK4 gene involved in the Wnt signaling was found to be significantly associated with schizophrenia. To test whether 
DKKA is associated with neurodevelopment, we genotyped one DKK4 SNP in 961 healthy Chinese individuals and 
measured their brain volumes. We found that the SNP was significantly associated with brain volume under both additive 
and dominant genetic models, providing evidence that schizophrenia susceptible genes could influence brain volume. Our 
findings support the neurodevelopmental hypothesis of the etiology of schizophrenia. 


Key words: Schizophrenia; Brain volume; DKK4; Single nucleotide polymorphism (SNP) 





























精神 分 裂 钙 是 一 种 严重 的 精神 疾病 , ETA) 然 不 是 很 清楚 。 目 前 累积 的 数据 表明 ,主要 有 几 种 
有 1% 的 人 患 有 这 种 疾病 (Jablensky et al, 1987)。 目 ”可 能 的 机 制 , 包括 神经 发 育 异 常 假说 、 多 巴 胺 假说 、 
前 关于 精神 分 裂 症 发 病 机 制 的 研究 虽然 很 多 , 但 仍 。” 谷 氨 酸 假说 、Y -氨基 丁 酸 能 假说 以 及 免疫 假说 等 
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等 (Lang et al, 2007)。 其 中 , 神经 发 育 异 常 假 说 是 目 
前 比较 被 研究 者 接受 的 假说 。 这 个 假说 的 核心 是 精 
神 分 裂 症 源 于 个 体 发 育 早期 异常 ,如 出 生前 和 出 生 
后 的 很 多 有 害 事 件 (如 母亲 营养 状况 异常 和 病毒 感 
染 等 ) 能 显著 增加 精神 分 裂 症 的 发 病 率 。 神 经 发 育 异 
常 假说 还 得 到 了 大 量 来 自 精神 分 裂 症 患者 脑 形态 
学 研究 的 支持 。 人 研究 发 现 相对 于 正常 人 ,精神 分 裂 
症 患 者 的 脑 容量 (Cahn et al，2002)、 灰 质 体积 
(Lawrie & Abukmeil，1998) 以 及 海马 区 都 有 不 同 程 
度 的 减 小 (Velakoulis et al, 1999)。 此 外 , 大 脑 的 其 
它 区 域 , 如 白质 、 左 侧 上 显 叶 回 等 在 精神 分 裂 症 患 
者 中 也 呈 减 小 趋势 (Honea et al, 2005). 

研究 表明 , 很 多 精神 分 裂 症 的 易 感 基因 与 正常 
人 的 脑 容量 或 者 脑 内 结构 有 关 , 这 与 精神 分 裂 症 的 
神经 发 育 异 常 假说 是 吻合 的 (Ho et al, 2005,2007). 
人 的 DKK4 基因 (也 称 Dickkopf homolog 4 基因 ) 位 
于 第 8 号 染色 体 的 8p11.2-p11.1 区 域 。 它 编码 一 个 
181 个 氨基 酸 的 蛋白 质 。DKK4 作为 Wnt 蛋白 的 抑 
制 因 子 , 参与 Wot 信和 号 通路 的 转 导 , 进而 调控 细胞 
分 化 和 凋 亡 等 (Mao et al, 2002)。 最 近 ， Proitsi et al 
(2008) 研究 发 现 DKK4 基因 中 的 单 核 昔 酸 多 态 性 
位 点 rs2073665 在 中 国人 群 中 与 精神 分 裂 症 显著 相 
关 。 为 了 验证 神经 发 育 异常 假说 ， 并 进一步 揭示 
DKK4 的 致 病 机 理 , 我 们 在 961 个 中 国 健康 人 群 中 
研究 了 DKK4 与 脑 容量 变化 的 相关 性 。 


1 材料 和 方法 


1.1 样 本 

在 本 次 研究 中 , 我 们 一 共 收 集 了 961 个 正常 成 
年 人 的 血液 样本 , 包 扩 442 个 男性 和 519 个 女性 。 
大 部 分 的 样本 为 汉族 ,少数 来 自 14 个 西南 少数 民 
族群 体 。 所 有 的 样本 均 从 云南 采集 ， 所 有 的 个 体 均 
提供 了 知情 同意 书 。 我 们 同时 收集 了 患者 的 相关 信 
息 ， 比 如 脑 容量 、 身 高 、 体 重 和 年 龄 等 。 这 些 样本 
年 龄 均 为 19 岁 到 28 岁 。 
12 基因 分 型 

我 们 采集 了 每 个 志愿 者 的 血样 ， 并 用 酚 氧 仿 的 
方法 抽 提 了 基因 组 的 DNA。 对 于 SNP 位 点 的 选择 ， 
我 们 首先 在 Hapmap 的 数据 库 里 分 析 了 DKK4 在 中 
国人 和 群 中 的 连锁 图 ,发现 所 有 的 SNP 位 点 高 度 连锁 
(图 1)。 因此 , 我 们 选择 了 被 报道 过 与 精神 分 裂 症 相 
关 的 位 点 rs2073665 作为 我 们 的 候选 位 点 。 通过 
PCR( 聚 合 酶 链 式 反应 ) 的 方法 扩 增 rs2073665 的 













































































































































































































































































































































































































































































DNA 片段 。rs2073665 的 正 反 引 物 分 别 是 5- 
CTGCGAATGCTGTTCTTACCCTT3' 和 5'- CAACA 
GCTCTTGCCAATGACTTG-3',， 反 应 条 件 为 预 变性 
95°C 5 min, 变性 95'C 30 s, 退火 58°C 30 s, 延伸 
72°C 30s, FE 45 个 循环 , 延伸 72°C 10 min. 基因 分 
型 采用 的 是 ABI (Applied Biosystems) 公司 的 
SNaPShot 的 方法 ,并 在 3130 测序 仪 上 完成 。 我 们 
通过 GeneMapper 4.0 软件 自动 读 取 基 因 分 型 结果 ， 
并 人 工 检查 校正 。 
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图 1 DKK4 基因 在 HapMap 数据 库 中 国 北京 

















人 和 群 (CHB) 中 的 遗传 连锁 图 
Fig.1 The LD map of DKK4 in Han Chinese from Beijing 
(CHB), data obtained from Hapmap database 
图 中 SNP 的 位 置 位 于 第 8 号 染色 体 的 42231586 到 42239674 区 域 
> 间 , 共有 7 个 SNP. Kb SNP6 在 CHB 中 没有 多 态 性 , 其 余 6 
个 SNP 高 度 连锁 。 采 用 D’ 计 算 该 区 域 SNP 间 的 连锁 关系 。 
Al 7 SNPs are located 
42231586—42232489, in which SNP6 shows no polymorphism in 
CHB and all the other 6 SNPs are in high linkage. The linkage 


disequilibrium (LD) was calculated using D’ algorithm. 



























































between chromosome 8&8: 
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1.3 脑 容量 的 测量 

通过 测量 头颅 体积 的 方法 来 间接 测量 脑 容量 ， 
分 别 测量 3 个 主要 的 测量 指标 : MKL, MAN 
点 到 枕骨 隆 突 的 距离 ); MEB, MA w, AA 
节 之 间 的 距离 ); 鼎 高 (H， 从 内 耳 道 到 头颅 最 高 点 
的 距离 )。 头 颅 容积 的 计算 采用 由 Willianms et al 
(1995) 提出 的 公式 : 男性 ，0.337 (L-1.1)(B-1.1) 
(H-1.1) + 406.01 mL; 女性 ，0.400 (L-1.1)(B-1.1) 
(H-1.1) + 206.60 mL. 
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表 1 SNPrs2073665 的 特征 及 等 位 基因 频率 
Tab.1 Characters and allele frequencies of SNP rs2073665 


32 4 








m mU 等 位 基因 低频 等 位 基因 低频 等 位 基因 频率 
Chromosome location Alleles Minor allele Minor allele frequency (%) 
182073665 chr8: 42232489 A/G G 12.05 
X2 SNP 12073665 与 脑 容量 的 相关 性 分 析 的 P 卫 值 
Tab.2 P values of the association tests of SNP rs2073665 with brain volume 
aie 加 性 模型 Additive model 显 性 模型 Dominant model 
总 的 样本 All 男性 Males 女性 Females 总 的 样本 All 
rs2073665 0.02213 0.1584 0.1214 0.01461 


表 3 SNPrs2073665 三 种 基因 型 (GG, GA, AA) 个 体 的 平均 脑 容量 
Tab.3 Average cranial volumes of individuals with three different genotypes (GG GA, AA) at SNP rs2073665 


























SNP 基因 型 Genotype 
基因 型 Genotype GG GA AA 
个 体 数 目 Individual counts 14 202 745 
152073665 de 
平均 脑 容量 Average cranial volumes (mL) 1 296 1305 1 283 
标准 差 Standard deviation (mL) 98.89 112.4 109 


的 相关 程度 。 我 们 发 现 , 在 显 性 模型 下 ， 即 携带 G 


1.4 数据 分 析 

哈 迪 温 伯 格 平衡 检验 采用 软件 PLINK (Purcell 
et al, 2007) 完 成 。SNP 和 脑 容量 的 相关 性 分 析 采 用 
PLINK (Purcell et al, 2007) 软 件 进行 分 析 , 在 分 析 中 ， 
我 们 采用 线性 模型 来 分 析 每 个 SNP 的 加 性 效应 ， 即 
分 别 将 两 种 纯 合 的 基因 型 赋值 为 0 和 2, 而 将 杂 合 
的 基因 型 赋值 为 1, 并 统计 基因 型 和 脑 容量 的 相关 
性 。 我 们 分 别 在 3 种 遗传 模型 (加 性 模型 、 显 性 模 
型 和 隐形 模型 ) 下 分 析 了 DKKA 与 脑 容量 的 相关 性 。 


2 结 R 


2.1 SNP 特征 及 哈 迪 温 伯 格 平衡 检验 

我 们 选取 了 DKK4 基因 在 Proitsi et al (2008) 
的 研究 中 和 精神 分 裂 症 显著 相关 的 SNP. 位 点 
(rs2073665) 来 检测 它 是 否 也 和 脑 容 量 有 关 。 
152073665 位 于 DKK4 基因 的 内 含 子 中 。rs2073665 
的 每 个 基因 型 的 频率 见 表 1。 经 过 检验 , rs2073665 
符合 哈 迪 温 伯 格 平衡 。 
2.0 ”相关 性 分 析 

我 们 用 线性 回归 的 方法 检测 rs2073665 在 加 性 
模型 下 是 否 与 脑 容量 相关 。 当 用 所 有 样本 来 统计 时 ， 
rs2073665 与 脑 容量 显著 相关 (P=0.02213)( 表 2), f$ 
种 基因 型 个 体 对 应 的 平均 脑 容 量 数据 见 表 3。 为 了 
伟 验 这 个 SNP 是 否 存 在 性 别 特 异性 的 相关 性 , 我们 
将 男性 样本 和 女性 样本 分 别 进行 统计 ， 分 析 发 现 单 
独 的 男性 样本 和 女性 样本 都 不 和 脑 容量 相关 ( 表 2)。 

为 了 进一步 研究 rs2073665 与 脑 容量 的 相关 性 ， 
我 们 也 分 别 在 显 性 模型 和 隐 性 模型 下 检测 了 它们 
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因 型 (GG 和 GA) 个 体 对 应 的 脑 容量 比 


基因 型 AA 个 体 对 应 的 脑 容量 大 很 多 ,相关 程度 已 




















达到 显著 (P=0.01461)( 图 
的 研究 












































2)。 在 Proitsi et al (2008) 
,报道 了 rs2073665 的 A 等 位 基因 为 疾病 








易 感 基因 ， 这 与 我 们 的 研究 





结果 是 


致 的 , 即 易 感 























基因 型 对 应 较 小 的 脑 容量 ， 
假说 。 


{HUES T Y 

















经 发 育 异常 

















据 报 道 ， 身 高 和 体重 是 和 脑 容量 紧密 相关 的 











(Ho et al, 1980), 在 我 们 所 用 





的 样本 





也 与 脑 容量 紧密 相关 (P<0. 




















是 一 致 的 ,为 了 排除 身高 和 


和 脑 容量 的 相关 性 影响 ,我 们 引入 身高 和 体 


H, 身高 和 体重 


001)， 这 和 前 人 的 结果 








体重 的 因 


素 对 rs2073665 
重 作为 














协 变量 ， 分 析 发 现 , rs2073665 经 过 身高 和 体重 矫正 
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图 2 SNP rs2073665 在 显 性 模型 下 与 脑 容量 的 相关 性 


Fig.2 Association of SNP rs2073665 with brain volume 
under dominant genetic model 





1 期 张丽华 等 ， 精神 分 裂 症 易 感 基 因 DKKA 与 中 国人 群 大 脑 容量 的 相关 性 65 











后 仍 与 脑 容量 相关 (P<0.05)， 从 而 排除 了 由 身高 、 体 
带 来 检验 误差 的 可 能 性 。 


3 it it 


本 研究 以 961 个 中 国人 为 样本 , 研究 了 DKK4 
基因 中 与 精神 分 裂 症 相关 的 关键 SNP 位 点 
rs2073665 与 脑 容量 的 相关 性 , 研究 结果 显示 
DKK4 基因 与 脑 容 量 存在 显著 的 相关 性 ， 这 为 精神 
分 裂 症 易 感 基因 同时 也 能 影响 脑 容量 的 假说 提供 
了 证 据 。 

越 来 越 多 的 证 据 显 示 , 神经 发 育 异常 假说 可 能 
是 精神 分 裂 症 的 关键 诱因 ， 其 核心 内 容 是 早期 的 发 
Ho Sues ALIAS AK, 包括 脑 容量 减少 
和 脑 区 连接 的 紊乱 ， 最 终 导致 精神 分 裂 症 的 发 生 。 
此 外 , 研究 表明 ， 精 神 分 裂 症 患 者 的 智力 、 工 作 记 
忆 、 概 念 组 织 和 语言 加 工 等 与 正常 人 相 比 都 发 生 了 
异常 ， 而 脑 容量 已 被 证 明 与 这 些 特 征 呈 正 相 关 ， 这 
些 结果 表明 脑 容量 减少 可 能 也 是 精神 分 裂 症 患者 
的 临床 特征 之 一 。 目 前 , 大 量 的 研究 结果 也 证 实 了 
这 个 假说 (Rimol et al, 2010; Steen et al, 2006). 
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DKK4 是 Wnt 信号 通路 的 抑制 因子 ， 它 通过 与 
Wot 重 白 的 膜 受 体 LRP6 结合 从 而 抑制 Wat EA- 
LRP6 的 结合 ， 影响 Wnt 信和 号 通路 ， 最 终 导致 Wnt 
信号 通路 下 游 的 基因 表达 变化 ,调控 细胞 的 正常 生 
理 功 能 ， 如 细胞 的 分 化 、 增 殖 、 迁 移 和 凋 亡 等 。 大 
量 的 证 据 表 明 Wnt 信号 通路 参与 神经 系统 的 发 育 
(Clevers, 2006; Fuerer et al, 2008; Logan & Nusse, 
2004), 信号 通路 中 的 关键 基因 异 常 都 可 能 会 导致 
神经 系统 发 育 异 常 ,进而 导致 疾病 的 发 生 (Proitsi 
al et, 2008; Yang et al, 2003)。 

总 之 , 我 们 的 结果 证 实 了 精神 分 裂 症 易 感 基因 
DKK4 在 中 国人 群 中 与 脑 容量 存在 显著 的 相关 性 ， 
这 为 精神 分 裂 症 的 神经 发 育 异常 假说 提供 了 强 有 
力 的 证 据 。 
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野生 中 缅 哆 病毒 携 市 情况 的 初步 调查 


LAM, BHR, 王 文 广 ， 孙 晓 梅 , 何 春 艳 ， 代 解 术 ” 
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摘要 : 病毒 学 检测 和 监测 是 树 网 实验 动物 化 和 质量 控制 的 














要 标准 和 依据 ， 而 野生 中 缅 树 网 是 否 携带 人 兽 共 
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将 其 他 病毒 列 为 必 检 项 目 。 


Aktie. PAP, 病毒 监测 ; 酶 联 免疫 吸附 试验 
中 图 分 类 号 : Q95-33; R373; Q959.832 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)01-0066-04 
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患 病毒 鲜 见 报道 。 本 研究 采用 酶 联 免疫 吸附 ELISA) 方 法 ， 对 来 源 于 云南 昆明 市 城郊 青龙 峡 地 区 的 野生 树 哆 是 否 携 
带 单纯 疱疹 病毒 、 轮 状 病毒 、 流 感 病毒 、 柯 萨 奇 病毒 、 甲 肝病 毒 、 乙 肝病 毒 、 丙 肝病 毒 、 丁 肝病 毒 、 登 革 热 病毒 、 
出 血 热 病毒 和 麻疹 病毒 等 11 种 常见 病毒 进行 筛 查 。 结 果 表 明 , 在 已 筛 查 的 60 只 野生 中 缅 树 欧 中 ， 可 检测 到 单纯 
疱疹 病毒 和 柯 萨 奇 病毒 ， 其 血清 抗体 阳性 比例 分 别 为 36.7% (22/60) 和 1.6796 (1/60)， 而 在 辩 便 中 仅 检测 到 轮 状 病 
毒 ， 其 抗原 阳性 为 6.7% (4/60), 未 检测 到 其 他 病毒 ， n 自然 状态 携带 病毒 的 状况 。 为 此 ， 建 
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Preliminary investigation of viruses to the wild tree shrews 
(Tupaia belangeri chinese) 


WANG Xin-Xing, LI Jing-Xiao, WANG Wen-Guang, SUN Xiao-Mei, HE Chun-Yan, DAI Jie-Jie 
(Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Sciences/Peking Union Medical College, Kunming Yunnan 650118, China) 


Abstract: Virological testing and monitoring is a fundamental part of quality control of experimental animals. 
However, there are few papers regarding the spectrum and status of natural infection in wild tree shrews with human and 
animal pathogenic viruses. Using enzyme-linked immunosorbent adsorption assay (ELISA), we tested sixty wild tree 
shrews captured from Qinglong, an outskirt region of Kunming, Yunnan Province, China for eleven viruses, including 
herpes simplex virus, coxsackie virus, influenza virus, HAV, HBV, HCV, HDV, dengue virus, hemorrhagic fever virus and 
measles virus. Our results showed that, in the serum samples, 22/60 (36.7%) and 1/60 (1.67%) were antibody positive for 
herpes simplex virus and coxsackie virus, respectively, and 4/60 (6.7%) were antigen positive for rotavirus in the feces. 
The remaining species of viruses were negative in these tree shrews. Based on these results, we propose that herpes 
simplex virus, coxsackie virus and cotavirus should be listed as top priority for routine virological monitoring of tree 
shrews. 


Key words: Tree shrew (Tupaia belangeri chinese); Viruses; Virological monitoring; ELISA 








pitt] (Tupaia belangeri, tree shrew) 是 一 种 形似 动物 更 接近 人 类 , 可 以 震 患 多 种 人 类 疾病 , 并 具有 
松鼠 的 小 型 哺乳 动物 ， ee 体形 小 ,繁殖 快 ， 经 济 低廉 , 易 驯 养 和 饲育 等 优点 ， 







































































PK. REM. TRIE, 在 东南 亚 和 我 国 的 云南 、 因此 ， 作 为 一 种 新 型 的 实验 动物 资源 正在 越 来 越 受 
西 、 海 南 、 贵 州 等 地 有 较 多 分 布 。 mou 到 重视 (Xu et al, 2005). 
上 介 于 灵长目 和 食 虫 目 之 间 ， 曾 被 划分 为 原始 灵 长 目前 国内 科研 所 使 用 的 树 哆 多 为 野外 捕获 ， 实 









































类 动物 , 在 新 陈 代谢 和 大 体 解 剖 上 比 犬 、 鼠 等 实验 。” 验 动物 的 质量 难以 保证 ,其 自然 携带 病毒 尚 不 清楚 ， 
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而 许多 情况 下 这 些 病毒 对 试验 又 存在 干扰 ,所 得 到 
实验 结果 的 可 比 性 、 准 确 性 、 可 重复 性 等 问题 有 待 
商 榨 。 将 野生 树 移 进行 人 工 驯 化 、 饲 养 、 繁 殖 与 规 
范 化 管理 ,对 其 携带 的 微生物 学 、 寄 生 虫 学 和 病毒 
学 指标 进行 控制 ， 建 立 达到 质量 标准 的 树 购 种 群 ， 
使 其 成 为 新 的 实验 动物 品种 势 在 必 行 (He, 2010)。 
目前 树 鸥 人工 驯 化 以 及 繁育 的 关键 技术 已 经 解决 ， 
对 树 购 病毒 的 质量 控制 却 仍 是 一 项 重要 的 内 容 。 确 
立 普通 级 树 网 的 病毒 检测 标准 ， 首 先 应 排除 人 兽 共 
患 病因 其 不 仅 会 对 动物 的 健康 和 实验 结果 造成 影 
响 ， 而 且 会 对 实验 动物 工作 者 和 动物 实验 人 员 的 人 
身 健康 和 生命 安全 造成 威胁 。 本 研究 参考 路 齿 类 、 
家 兔 和 灵 长 类 动物 等 实验 动物 病毒 检测 国家 标准 
(GB14922-94[S] 和 GB/T14926.1-14926.41-94[S]), 
结合 已 报道 的 树 网 研究 文献 资料 , 选取 了 11 种 人 
兽 共 患 病 病 毒 ， 对 从 昆明 青龙 峡 地 区 捕获 的 的 60 
只 野生 中 缅 树 购 ,进行 病 毒 携带 状况 的 调查 ， 可 为 
今后 树 哆 实验 动物 化 的 质量 控制 标准 和 病毒 检测 
指标 的 建立 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 
1.1.1 实验 动物 

从 云南 昆明 青龙 峡 地 区 捕获 的 野生 树 哆 随机 
挑选 eo 只 ,雌雄 数目 各 30 只 。 在 分 类 学 上 属于 
ZR PI YE PY AH! (Tupaia belangeri chinese), . 
1.1.2 ”主要 仪器 

37° 恒 温 箱 、 高 速 冷冻 离心 机 (SIGMA 3K30)、 
梅 标 仪 (Bio Tek Power Wave XS2)、 精 密 移 液 器 等 。 
113 WHA 

乙肝 表面 抗原 、e 抗原 检测 试剂 盒 、 丙 肝 抗 体 
检测 试剂 盒 KHB 上 海 科 华 生 物 工程 股份 有 限 公 
司 ); 柯 萨 奇 病毒 、 甲 肝病 毒 、 丁 肝病 毒 、 登 革 热 病 
毒 、 流 感 病毒 和 麻疹 病毒 抗体 IgG 酶 联 免疫 分 析 试 
剂 盒 (美国 R&D 公司 ); 出 血 热 病毒 (中 国药 品 生 
物 制品 检定 所 ); 优生 优育 “TORCH” 项 目 HSV(1+2 
型 ) IgM 抗体 一 步 法 酶 联 免疫 试剂 盒 、 轮 状 病毒 抗 
原 检 测 盒 (深圳 市 安 群 生物 工程 有 限 公 司 )。 
12 ”实验 方法 
1.2.1 标本 采集 及 处 于 

采集 60 只 野生 树 哆 的 血 标本 ， 从 尾 静 脉 或 股 
动脉 采血 1.5 mL, 37C 恒 温 箱 静 置 约 3 h， 高 速 离心 
机 6000 r/min 离心 15 min。 将 分 离 后 的 血清 进行 合 
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理 分 装 ， 保 证 每 次 检测 所 需 的 最 小 血清 量 ， 并 放 入 
-20C 冰 箱 保 存 待 检 ,， 避免 反复 冻 融 ; 用 无 菌 
Eppendorf 小 管 收集 60 RAAT MASSE, DA 
PBS 缓冲 液 配 成 2096 YK, 经 4500 r/min 离心 20 
min， 取 上 清 液 用 于 轮 状 病毒 的 检测 。 
12.2 ”诊断 试剂 盒 检 测 
严格 按照 各 个 试剂 盒 的 说 明 书 进行 操作 。 
1.2.3 ”数据 读 取 及 分 析 处 理 
完成 操作 后 ,经 Bio Tek Power Wave XS2 酶 标 
仪 进行 检测 , 应 用 Gens 连续 酶 标 分 析 软 件 进行 数 
据 分 析 和 处 理 。 根 据说 明 书 提供 的 结果 判定 标准 ， 
判断 实验 的 有 效 性 和 每 个 样本 的 阴阳 性 ,并 记录 。 


2 结 R 


2.1 血液 标本 的 检测 结果 

单纯 疱疹 病毒 抗体 有 22 例 呈 阳性 ， 阳 性 率 为 
36.7% (22/60); 柯 萨 奇 病毒 抗体 出 现 1 例 阳性 , B 
性 率 为 1.67% (1/60); 流感 病毒 、 甲 肝病 毒 、 乙 肝病 
毒 、 丙 肝病 毒 、 丁 肝病 毒 、 登 革 热 病毒 、 出 血 热 病 
毒 、 麻 疹 病 毒 等 7 种 病毒 的 检测 结果 全 为 阴性 ， 见 
表 1。 
















































































































































































R1 野生 树 购 血清 病毒 检测 结果 


Tab.1 The results of virus antibody in wild tree shrew 





















































病毒 名 称 样本 总 数 ”阳性 例 数 BEA) 

Virus names Total samples Positive number Positive rate 
单纯 疱疹 病毒 60 22 36.7 
Herpes simplex virus 
流感 病毒 60 0 0 
Influenza virus 
柯 萨 奇 病毒 60 1 1.67 
Coxsackie virus 
Hee a virus : 9 
乙肝 病毒 表面 抗原 15 i 0 
Hepatitis B virus surface antigen 
乙肝 病毒 e 抗原 60 0 0 
Hepatitis B virus e antigen 
丙肝 病毒 60 0 0 
Hepatitis C virus 
了 丁 肝 病毒 60 0 0 
Hepatitis D virus 
登革热 病毒 60 0 0 
Dengue virus 
出 血 热 病毒 60 0 0 
Hemorrhagic fever virus 
麻疹 病毒 60 0 0 
Measles virus 





68 动 % 


2.2 ERA TS JU £i SR 
WOU EEK FEA p, 60 份 样本 
中 4 例 呈 阳性 ， 阳性 率 为 6.796 (4/60), ILE 2. 
表 2 SERERE S USTEDES RR 


Tab.2 The results of viral antigens in wild tree shrew feces 




















病毒 名 称 样本 总 数 阳性 例 数 阳性 率 (%) 
Virus names Total samples Positive number Positive rate 
轮 状 病毒 60 4 6.7 
Rotavirus 
3 讨 论 


3.1 树 哆 在 病毒 学 中 的 应 用 

随 着 非 人 灵 长 类 实验 动物 资源 的 日 益 稀 贵 和 
实验 动物 小 型 化 的 发 展 趋 势 ， 树 网 作为 新 兴 的 动物 
实验 对 象 ,在 人 类 重大 疾病 和 重大 传染 病 研 究 领域 
已 经 呈现 广泛 的 前 景 ， 尤其 是 在 病毒 性 疾病 方面 。 
近 半 个 世纪 以 来 ,国内 外 陆续 有 对 树 网 疱疹 病毒 、 
登革热 病毒 、 肝 炎 病 毒 、 轮 状 病毒 、 单 纯净 疹 病 毒 、 
登革热 病毒 等 病毒 的 易 感 性 研究 (Hu & Li, 2002), 
但 这 些 是 人 工 感染 状态 下 的 研究 ， 而 野生 树 网 是 否 
会 自发 感染 这 些 人 兽 共 患 病 值得 调查 。 从 本 研究 结 
RRE, 单纯 疱疹 病毒 、 轮 状 病毒 和 柯 萨 奇 病毒 发 
现 了 阳性 结果 ， 提示 这 3 种 病毒 在 树 网 自然 种 群 中 
的 存在 感染 状况 。Wan et al (1982, 1985) 用 含有 轮 
状 病毒 的 患 儿 的 凑 便 灌注 给 笼 养 成 年 树 购 ， 观 察 其 
发 病情 况 、 病 理学 、 病 原 学 和 血清 学 ， 发 现成 年 树 
网 可 感染 人 轮 状 病毒 ， 其 可 能 是 一 种 人 轮 状 病毒 易 
感 的 动物 。 此 研究 有 助 于 轮 状 病毒 性 感染 的 发 病 和 
免疫 机 理 、 药 物 筛选 以 及 疫苗 制备 和 检定 的 研究 ， 
从 而 加 快 控 制 轮 状 病毒 感染 的 进程 。Daral et al 
(1980) 用 II 型 与 开 型 单纯 疱疹 病毒 (HSV-1, HSV-2) 
感染 树 购 ， 发 现 幼 龄 树 购 对 HSV 易 感 ， 感 染 后 出 现 
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了 类 似 疱 疹 病 毒 肝 炎 的 表现 ， 肝 脏 与 脾脏 出 现 高 滴 
度 的 病毒 。 随 后 他 们 发 现成 年 树 网 也 可 感染 HSV 
而 发 病 , 但 对 某 些 毒 株 有 抵抗 力 ， 并 且 感 染 HSV 后 
存活 的 动物 则 可 不 再 第 二 次 感染 (Hu & Li, 2002)。 
本 研究 结果 可 与 上 述 文献 报道 相 呼 应 ， 而 目前 尚未 
见 树 网 人工 感染 柯 萨 奇 病毒 的 研究 ， 其 易 感 性 也 尚 
不 明确 。 
3.2. ” 树 哆 病毒 检测 问题 

目前 研究 发 现 , 树 移 有 望 成 为 良好 的 病毒 性 肝 
炎 动 物 模 型 (Chen et al, 2008)。 因 此 ,作者 对 树 勋 
进行 4 种 肝炎 病毒 的 得 得 ,但 是 都 未 发 现 阳性 结 
果 。 其 余 几 种 病毒 的 筛 查 结果 也 为 阴性 。 这 可 能 与 
样本 量 较 小 、 野生 中 缅 树 欧 来 源 地 单一 等 因素 有 关 ， 
从 流行 病 学 角度 上 讲 ， 并 不 能 有 效 说 明 野 生 中 国 树 
哆 对 这 几 种 病毒 易 感 性 问题 和 感染 率 状况 。 

从 方法 学 上 来 看 , 采用 ELISA 方法 对 树 购 携带 
的 病毒 进行 检测 ,简便 快捷 ， 并 具有 可 应 用 于 大 批 
常规 检测 的 特点 ,是 实验 动物 病毒 检测 国家 标准 推 
荐 的 血清 学 检测 方法 之 一 ,但 由 于 ELISA 检验 方法 
本 身 固有 的 局 性 ， 以 及 实验 所 采用 的 试剂 盒 均 为 人 
的 病毒 检测 商品 试剂 盒 〈 目 前 尚未 研发 出 针对 树 欧 
的 病毒 检测 试剂 盒 )， 其 检测 结果 的 特异 性 和 准 硼 
性 有 步 完善 。 提 高 ELISA 方法 的 特异 性 和 灵 
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生 有 待 进 
敏 度 ， 研 发 标准 化 的 树 网 病毒 检测 试剂 盒 将 是 重要 
的 研究 内 容 。 

总 之 ， 建 立 实 验 动 物化 的 树 赐 病毒 检测 标准 ， 
一 方面 要 更 广泛 的 调查 树 网 的 病毒 感染 状况 和 流 
行 病 学 调查 ; 另 一 方面 ,要 建立 树 赐 实验 动物 化 的 
病毒 检测 的 方法 和 技术 标准 ， 并 不 断 提 高 检测 方法 
的 灵敏 性 和 特异 性 ， 对 树 网 以 新 型 实验 动物 角色 在 
生物 医学 研究 和 人 类 健康 领域 发 挥 更 大 作用 具有 


重要 的 意义 。 
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Progress of non-human primate animal models of cancers 
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Abstract: Cancer is the second leading disease causing human death. Pre-clinical in vivo studies are essential for 
translating in vitro laboratory research results into the clinic. Rodents, including the mouse and rat, have been widely used 
for pre-clinical studies due to their small size, clear genetic backgrounds, rapid propagation, and mature transgenic 
technologies. However, because rodents are evolutionarily distinct from humans, many pre-clinical research results using 
rodent models cannot be reproduced in the clinic. Non-human primates (NHPs) may be better animal models than rodents 
for human cancer research because NHPs and humans share greater similarity in regards to their genetic evolution, 
immune system, physiology and metabolism. This article reviews the latest progress of cancer research in NHPs by 
focusing on the carcinogenesis of different NHPs induced by chemical and biological carcinogens. Finally, future research 
directions for the use of NHPs in cancer research are discussed. 
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非 人 灵 长 类 肿瘤 模型 研究 进展 
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(中 国 科学 院 和 云南 省 动物 模型 与 人 类 疾病 机 理 重 点 实验 室 , 中 国 科 学 院 昆 明 动 物 研究 所 , 云南 昆明 650223) 


摘要 : 癌症 是 人 类 第 二 大 致死 的 疾病 。 将 体外 细胞 模型 获得 的 癌症 研究 结果 向 临床 转化 过 程 中 , 动物 活体 实 
验 是 必 不 可 少 的 一 个 环节 。 现 在 的 肿瘤 活体 实验 绝 大 部 分 采用 喷 齿 类 实验 动物 如 小 鼠 和 大 鼠 , 这 是 因为 它们 具有 
个 体 小 、 繁 殖 迅 速 、 遗 传 背景 清楚 、 转 基因 技术 成 熟 等 优势 。 但 是 哮 齿 类 和 人 的 亲缘 关系 比较 远 , 许多 从 哨 上 类 
动物 模型 获得 的 研究 结果 不 能 在 人 体重 现 。 非 人 灵 长 类 动物 在 遗传 进化 、 免 疫 、 生 理 和 代谢 等 诸多 方面 与 人 类 高 
度 近 似 , 理论 上 更 加 适合 癌症 研究 。 本 文 对 现 有 的 非 人 灵 长 类 肿瘤 研 究 做 一 综述 , 主要 集中 介绍 用 化 学 和 生物 致癌 
剂 在 不 同 的 非 人 灵 长 类 动物 诱导 肿瘤 的 研究 , 为 将 来 用 非 人 灵 长 类 动物 研究 人 类 癌症 奠定 基础 。 


关键 词 : 非 人 灵 长 类 ; 肿瘤 ; P R 
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Rodents are popular animal models for human 
cancer research because of their small size, rapid 
propagation, low cost, the availability of a variety of 
inbred strains, and transgenic techniques. However, most 
anti-tumor drugs that cure cancers in rodent models 
failed in clinical trials because of a lack of efficacy or the 
presence of toxicity. It is estimated that only 3.8% of 
patients in phase-I cancer drug trials between 1991 and 
2002 achieved an objective clinical response although all 
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drugs worked well against cancer in the mouse (Roberts 
et al, 2004). This deficiency can be largely attributed to 
species differences between rodents and humans. 
Therefore, better animal models are required to increase 
the success rate for the discovery of anti-cancer drugs 
and treatments. 

Compared to rodents, non-human primates (NHPs) 
are more similar to humans in regards to their genetic 


evolution, anatomy, physiology, biochemistry and organ 
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systems. It has been shown that almost all human cancer 
genes are highly conserved between chimpanzees and 
humans (Puente et al, 2006). However, the use of NHPs 
in cancer research is limited because they are rare, 
expensive, and of a large size. In addition, cancer 
incidence in NHPs is very low. In this article, we 
summarize results on spontaneous and experimentally 
induced tumors in NHPs and discuss future study 
directions for using NHPs in cancer research. 


1 Spontaneous tumors in NHPs 


Spontaneous tumors have been observed in NHPs 
bred in zoos and research institutions all over the world. 
By 1989, a total of 783 spontaneous tumors in monkeys 
and apes had been reported (Beniashvili, 1989). From 
1989 to 2000, 1 388 cases of benign and malignant 
tumors (582/806) in NHPs were found (Huang & Cheng, 
2002). Most tumors were found in baboons (Cianciolo & 
Hubbard, 2005) and macaques because these two species 
were more commonly used for research than other NHP 
species (Beniashvili, 1989). 

The incidence of spontaneous tumors in NHPs 
depends on the animal species, sex and age. Autopsy 
records of 373 breeders and normal controls from the 
National Cancer Institute (NCI), USA showed a very low 
incidence of spontaneous malignant tumors in 
cynomolgus (1.5%) and rhesus (2.8%) monkeys, but a 
considerably higher incidence in African green monkeys 
(8%) (Thorgeirsson et al, 1994). Most types of 
spontaneous tumors occurred equally in male and female 
NHPs. However, spontaneous tumors of the reproductive 
system were primarily observed in older females and 
rarely observed in males (Huang & Cheng, 2002). The 
incidence of spontaneous tumors was approximately 5% 
in all age groups in NHPs but increased in frequency 
with age, similar as it does in humans (Beniashvili, 1989; 
Bunton & Bacmeister, 1989; Yamate et al, 2007; Starost, 
2009). For example, the incidence of colon cancer in 
rhesus monkeys increased with age (Uno et al, 1998). It 
is worth pointing out that some tumors were observed in 
infant and young animals (Jayo et al, 1988; Pellegrini et 
al, 2009). 

The spontaneous tumor spectrum in NHPs is very 
similar to that in humans. For example, nasopharyngeal 
carcinomas, hepatocellular carcinomas (HCC), renal 
carcinomas, melanoma, pulmonary neoplasms, and other 
tumors were reported in chimpanzees (Bailey, 2009). 
Tumors of the digestive system, reproductive system, 


and urinary system were more common than those of 
other organ systems (Beniashvili, 1989). It is clear that 
while tumors of the respiratory system are rare in NHPs, 
they are common in humans due to air pollution and 
2007). Although the 
NHPs reflects the 

carcinogenesis, there are some limitations for studying 


smoking (Coggins, tumor 


epidemiology of natural 
spontaneous tumors. Firstly, only individual cases were 
described in many studies. Secondly, most tumor cases 
were found accidentally during an autopsy rather than in 
live animals. Thus, spontaneous tumors of NHPs provide 
us with clues for establishing cancer animal models 
(Huang & Cheng, 2002). 


2 Experimental tumors in NHPs 


Due to the low incidence of spontaneous tumors, 
experimental tumor models of NHPs are necessary for 
human cancer research. It is well known that tumors are 
initiated by environmental and genetic factors. 
Approximately 85% of malignant neoplasms are related 
to chemical, biological and physical environmental 
factors and chemical, biological and physical 
carcinogens have been used to induce tumors in NHPs. 
Several tumor models were established by utilizing 
combinations of different carcinogens. NHPs can be 
divided into three groups: anthropoids, prosimians and 
tree shrews. Carcinogenesis studies have been performed 
on different species of NHPs from these groups 
including monkeys (Pfeiffer & Allen, 1948) and tree 
shrews (Adamson et al, 1970). 

2.1 Carcinogenesis studies in anthropoids 

Anthropoids, particularly monkeys, have been used 
to develop cancer models. Monkeys primarily consist of 
old world monkeys and new world monkeys. Old world 
monkeys, such as baboons and macaques, inhabit Asia 
and Africa. New world monkeys are distributed in 
tropical forests of southern Mexico and Central and 
South America. Most of them are fairly small in size and 
are exclusive tree dwellers. 

2.1.1 Chemical carcinogens induce different types of 
cancers 

Many different types of human cancers are caused 
and promoted by chemical carcinogens in food, water 
and air. Chemical carcinogens can be administrated to 
NHPs to create a model for human cancer. A long-term 
study of chemical-induced tumors in macaques began in 
1961 by the NCI, USA (Thorgeirsson et al, 1994; 


Schoeffner & Thorgeirsson, 2000; Takayama et al, 2008). 
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Three species of NHPs, the rhesus monkey (Macaca 
mulatta), cynomolgus monkey (Macaca fascicularis), 
and African green monkey (Cercopithecus aethiops) 
were tested. A large number of substances, including a 
additives, food 
contaminants, 


variety of food components, 


environmental N-nitroso compounds, 

“classical” rodent carcinogens, anti-neoplastic agents, 
and immunosuppressive agents were evaluated for any 
long-term carcinogenic effects. 

The fungal food contaminants, aflatoxin B1 (AFB1) 
(Adamson et al, 1973) and sterigmatocystin (SMT) 
(Thorgeirsson et al, 1994), were found to be potent 
hepatocarcinogens. Noticeably, AFB1 did not induce the 
p53 gene mutation in macaques although p53 is 
frequently mutated in human HCC from southern Africa 
and Qidong in China (Fujimoto et al, 1992). This 
suggests that the p53 mutation in humans may be 
induced by carcinogens other than AFB1. AFBI also 
induced adenocarcinomas of the pancreas, osteosarcomas 
and other tumors (Adamson et al, 1976). Three of four 
nitrosamines, particularly diethylnitrosamine (DENA), 
induced HCC (Adamson, 1989; Lapis et al, 1995). 
Cycasin or its aglycone, methylazoxymethanol (MAM) 
acetate, induced a variety of tumors, primarily 
hepatocellular and renal cell carcinomas (Sieber et al, 
1980). 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline (IQ), 
which is a heterocyclic amines isolated from broiled, 
fried or barbecued meat and fish, was found to be one of 
the most potent hepatocarcinogens, inducing malignant 
liver tumors in 65% of animals over a seven year period 
of exposure (Adamson et al, 1990; Thorgeirsson et al, 
1994). N-Methyl-N-nitrosourea (MNU) was 
demonstrated to be the only carcinogen persistently 
inducing tumors in the digestive tract, mostly squamous 
cell carcinomas of the esophagus (Adamson et al, 1977). 
Procarbazine, an anti-neoplastic agent, caused acute 
nonlymphocytic leukemia (Sieber et al, 1978). Several 
other anti-neoplastic agents, including cyclophosphamide, 
adriamycin, melphalan and azathioprine also induced a 
few tumors (Schoeffner & Thorgeirsson, 2000). 

Surprisingly, none of the rodent hepatocellular 
carcinogens tested consistently induced HCC in rhesus 
and cynomolgus monkeys. This suggests that NHP 
cancer models may provide different information than 
rodents models in the study of human cancers. Similarly, 
dimethylbenzanthracene (DMBA), a strong rodent breast 
carcinogen, did not induce mammary cancers in eight 
female Macaca arctoides monkeys during a four year 
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observation period (Lillie et al, 2004). Neither cyclamate 
(Takayama et al, 2000) nor saccharin (Takayama et al, 
1998), which had been used as food additives and 
induced tumors in rats, showed any evidence of 
carcinogenic effects. The tumorigenic potential of 
dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT), which has been 
extensively used as a pesticide, was also negligible after 
dosing for 15-22 years (Takayama et al, 1999). 

Other chemicals have been tested in NHPs in 
addition to those tested in the NCI study. Rhesus 
macaques treated with DMBA combined with UV light, 
dodecylbenzene (DDB), or both applied to the skin 
developed dermal melanosis, papillomas, basal cell 
tumors and mesodermal sarcomas (Palotay et al, 1976). 
Ohgaki et al (1986) reported that gastric carcinomas in 
the pyloric region were developed in five monkeys 
(Macaca mulatta and Macaca irus) after adding N-Ethyl- 
N'-nitro-N-nitrosoguanidine (ENNG) to their drinking 
water. Similar results were obtained with N-methyl-N- 
(MNNG) in 
monkeys (Sharashidze et al, 1989). In conclusion, 


nitro-N-nitrosoguanidine cynomolgus 
numerous chemical agents can efficiently induce a 
variety of cancers in NHPs (Tab. 1). 
2.1.2 Hormones and breast cancers 

Hormone levels are well known to regulate the 
occurrence of breast cancer in women, making this an 
important focus of cancer research using animal models. 
The mammary epithelial cells of postmenopausal 
macaques are shown to express estrogen receptors (ERs) 
(Isaksson et al, 2002) and progesterone receptors (PRs) 
(Isaksson et al, 2003). Spontaneous breast tumors in 
macaques showed selective loss of sex steroid receptors 
and over-expression of the HER2 protein (Wood et al, 
2006). Due to these findings, many attempts have been 
made to establish a breast cancer model with macaques. 
An early study showed that high doses of estrogen failed 
to induce breast neoplasm (Geschickter & Hartman, 
1959). In the 1960s, a long-term study in adult monkeys 
sponsored by the FDA, USA assessed the risk of high 
doses of oral contraceptives in juvenile. A total of 213 
treated and 16 control monkeys were used to evaluate the 
effects of a variety of synthetic oral contraceptive 
steroids, including synthetic estrogen mestranol, 
progestogens ethynerone, chloroethyl norgestrel, and 
anagestone acetate, on the mammary gland over a 10 
year period (Drill et al, 1974; Geil & Lamar, 1977; Drill 
& Golway, 1978; Fitzgerald et al, 1982; Tavassoli 





No. 1 XIA Hou-Jun et al: Progress of non-human primate animal models of cancers 73 
Tab. 1 Summary of experimental cancer models in NHPs 
Species Carcinogens Cancer types References 
AFBI HCC, osteosarcomas. Adamson, 1973; Adamson, 1976 
DENA HCC Adamson, 1989; Lapis, 1995 
Cycasin or MAM HCC, renal cell carcinomas Sieber, 1980 
Rate ab IQ Malignant liver tumors pus Heer 4 
MNU Esophageal squamous cell carcinomas Adamson, 1977 
Procarbazine Nonlymphocytic leukemia Sieber, 1978 
ENNG Gastric carcinomas Ohgaki, 1986 
HVS C488 Pleomorphic peripheral T-cell lymphomas Knappe, 2000 





Macaca mulatta 


DMBA & UV, (or DDB) 


Ethynerone, Mestranol, 
Anagestone acetate, 
Chloroethynyl norgestrel 


Dermal melanosis, papillomas, basal cell tumors, 
and mesodermal sarcomas 


Mammary carcinomas 


AIDS-associated lymphomas 


H. pylori & ENNG Gastric carcinomas 
SIV 
Radiation Brain tumors 


Palotay, 1976 


Drill, 1974; Geil, 1977; Drill, 1978; 
Fitzgerald, 1982; Tavassoli, 1988 


Liu, 2009 
Murphey-Corb, 1986 
Wakisaka, 1982 





55-MeV protons 


Malignant brain tumors 


Wood, 1991 























Macaca fascicularis SIVsm AIDS-associated lymphomas Feichtinger, 1990; Putkonen, 1992 
MNNG Stomach cancers Sharashidze, 1989 
HVS C488 Acute peripheral T-cell lymphomas Knappe, 1998; 
Saguinus oedipus HVA Acute T-cell lymphomas Hunt, 1972 
EBV Malignant lymphomas ie ee Cis e 
Callithrix jacchus HVS C488 Multicentric lymphomas Duboise, 1998 
Galagos spp. DENA Nasal mucoepidermoid carcinoma Thorgeirsson, 1994 
Galago crossicaudatus DMBA & DDB Papillomas, basosquamous cell epithelioma Palotay, 1976 
Perodicticus potto DMBA & DDB Dermal neoplasm Palotay, 1976 
Tupaia belangeri chinenesis HBV, AFBI HCC Yan, 1996; Li, 2004; Li, 2008 
AFBI HCC Reddy, 1976; 
Tupaia glis 
DHPN Pulmonary adenomas, squamous cell epithelioma Rao, 1980 


et al, 1988). Seventeen mammary carcinomas were 
identified primarily in the groups treated with high-dose 
estrogen-progestogen combinations (mestranol+ethynerone, 
mestranolt+anagestone acetate, and . mestranol- 
chloroethynyl norgestrel) and three were observed in the 
group treated with ethynerone alone (Tavassoli et al, 
1988). Consistently, estradiol and synthetic progestin 
(MPA) 


significantly greater breast epithelial proliferation in 


medroxyprogesterone acetate resulted in 
ovariectomized adult female cynomolgus macaques 
(Wood et al, 2007). (1989) 


summarized data from 17 contraceptive steroid studies in 


However, Valerio 
macaques and found that in situ ductal carcinomas and 
invasive breast carcinomas were identified in only 4/264 
controls (1.5%) and 13/733 treated animals (1.7%). 
These results imply that hormones alone are not strong 
carcinogens in macaques. 


2.1.3 Infection-associated cancers 

Cancer is not an infectious disease, but some 
infectious agents can induce cancer. The World Health 
Organization (WHO) International Agency for Research 
on Cancer estimated that the total number of infection- 
associated cancers was approximately 1.9 million in 
2002, accounting for 17.8% of human cancers. The 
principle causes included hepatitis B and C viruses, 
(HPVs), 
immunodeficiency virus (HIV), T-lymphotropic viruses, 


human papilloma viruses human 
Epstein-Barr virus (EBV), human herpes virus 8, and 
Helicobacter pylori (H. pylori) (Parkin, 2006). 
2.1.3.1 Helicobacter pylori and gastric cancer 

Gastric cancer is the fourth most common cancer 
worldwide (almost 10% of new cancers) and the second 
leading cause of cancer mortality. H. pylori is well 


known to cause chronic infection in the human gastric 
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mucosa, to be a major cause of peptic ulcer disease, and 
a principal risk factor for gastric cancer (Parsonnet et al, 
1991). Several rodent models such as the mouse, rat and 
Mongolian gerbil, have been used extensively to study H. 
pylori-induced diseases. The Mongolian gerbil was 
found to be the only species in which gastric cancer 
could be induced by H. pylori infection (Ogura et al, 
2000). H. pylori has been shown to infect several NHPs 
including chimpanzees (Pan troglodytes) (Hazell et al, 
1992), rhesus monkeys (Euler et al, 1990), cynomolgus 
monkeys (Euler et al, 1990) and Japanese monkeys 
(Macaca fuscata) (Shuto et al, 1993). The infection of H. 
pylori caused atrophic gastritis and p53 mutations in the 
Japanese monkey model (Oda et al, 2002); however, the 
Japanese monkey model did not develop gastric 
carcinoma after five years after the first infection. Liu et 
al reported that gastric intraglandular neoplasia were 
induced in three rhesus macaques infected with H. pylori 
and that received the ENNG carcinogen, which is similar 
to the nitrosamines found in pickled vegetables, while no 
gastric carcinomas were induced by H. pylori and ENNG 
alone (Liu et al, 2009). Thus, H. pylori infection is a 
potential risk factor for inducing gastric neoplasia. 
2.1.3.2 Virus-associated cancers 

The vast majority of human and animal viruses do 
not cause cancer after infection. However, some viruses 
do initiate cancer in a small percentage of cases and are 
appropriately named tumor viruses. Tumor viruses 
induce tumors potentially by causing genetic changes in 
host cells. A number of these viruses have been 
associated with specific cancers in humans such as HPV 
and cervical cancer, HBV and liver cancer, EBV and 
nasopharyngeal cancer and lymphoma, and HIV and 
lymphoma (Ma & Chan, 2009). 

1) Simian herpesvirus and T-cell lymphomas 

Both herpesvirus saimiri (HVS) and herpesvirus 
ateles (HVA) belong to the simian herpesvirus group, 
and are known to cause no disease or only minor disease 
in their natural new world monkey hosts squirrel 
monkeys (Saimiri sciureus) and spider monkeys (Ateles 
paniscus) respectively. However, HVS and HVA can 
induce lymphomas or lymphoblastic leukemias in other 
monkey species. HVS caused acute peripheral T-cell 
lymphomas in other new world primates such as 
tamarins (Saguinus spp.), common marmosets (Callithrix 
jacchus), and owl monkeys (Aotus trivirgatus) 
(Meléndez et al, 1969; Fleckenstein et al, 1978). These 
monkey species are presumably not infected by HVS in 
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the wild. Tamarins are observed to be susceptible to all 
subgroups (A, B, and C) of HVS. Wild type HVS (type 
C) caused acute peripheral T-cell lymphomas within only 
a few weeks in common marmosets and in cotton-top 
tamarins (Saguinus oedipus) (Duboise et al, 1998; 
Knappe et al, 1998). HVS C488 (a mutant species) even 
induced pleomorphic peripheral T-cell lymphomas in old 
world monkeys (Knappe et al, 2000). Similar to HVS, 
HVA also induced acute T-cell lymphomas in cotton-top 
tamarins (Hunt et al, 1972). 

2) Epstein-Barr virus and lymphomas 

EBV is one of the five human herpesviruses, human 
herpesvirus 4 (HHV-4). EBV is known to cause several 
lymphoproliferative disorders and cancers, particularly 
Burkitt’s lymphoma, nasopharyngeal carcinoma, and 
central nervous system lymphomas associated with HIV 
(Long et al, 2010). The cotton-top tamarin is the only 
species in which experimental EBV infection is observed 
to regularly cause malignant lymphomas. Shope et al 
(1973a) inoculated cotton-top tamarins with EBV and 
found that one of the four monkeys that received 
autologous cells transformed in vitro by EBV developed 
lymphoma in mesenteric lymph nodes and three of the 
four monkeys inoculated with cell-free EBV developed 
lymphoma. Cleary et al (1985) inoculated cotton-top 
tamarins with EBV and observed multiple tumors within 
14 to 21 days. Additionally, each lymphoma from the 
same animal induced by EBV arose from different B-cell 
clones. This resembles EBV-associated human lymphomas 
that occur with organ transplants. Importantly, tamarins 
vaccinated with virus-determined membrane antigen 
gp340 were effectively protected from tumor induction 
by a massive challenge dose of EBV (Epstein et al, 1985). 
However, EBV cannot induce tumors in adult squirrel 
monkeys (Shope et al, 1973b) and gibbons (Hylobates 
lar) (Werner et al, 1972). 

3) Simian AIDS-associated lymphomas 

The frequency of lymphomas in AIDS patients is 
approximately 60 to 100 times that of the general 
population (Spittle, 1998). Despite the fact that Highly 
Active Anti-Retroviral Therapy (HAART) reduces the 
incidence of opportunistic infections and prolongs the 
survival time for HIV-infected patients, the incidence of 
AIDS-associated lymphomas (AAL) is not reduced. It 
has been reported that macaques infected with Simian 
immunodeficiency virus (SIV) developed malignant 
lymphomas and an AIDS-like syndrome (Feichtinger et 
al, 1990). Since 1984, complete necropsy examinations 
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have been performed on more than 1,000 SIV-infected 
rhesus macaques at the Tulane Regional Primate 
Research Center and lymphomas have been detected in 
38 animals (Murphey-Corb et al, 1986). The low 
incidence of AAL in SIV-infected rhesus macaques 
(~4%) is similar to that in AIDS patients. Several 
approaches, such as using cynomolgus macaques, 
administering cytokines, using less pathogenic SIV 
strains, or combining SIV with various herpesviruses 
have been proposed to increase the incidence of 
lymphomas in macaques to establish models using less 
animals (Baskin et al, 2001). The incidence of simian 
AAL in cynomolgus macaques is eight-fold higher than 
that in rhesus macaques. Malignant lymphomas were 
of 24 (38%) SIVsm-infected 
cynomolgus monkeys and all tumors were high-grade B- 


observed im nine 
cell lymphoblastic or pleomorphic lymphomas with 
extranodal and disseminated growth (Feichtinger et al, 
1990). Similar results were observed in another 
independent study (Putkonen et al, 1992). Thus, SIV- 
infected macaques (both rhesus and cynomolgus) 
demonstrated similar features of AAL, including B-cell 
origin, extranodal anatomic distribution, the absence of 
SIV in tumor cells and the presence of rhesus 
lymphocryptovirus (Habis et al, 1999). Interestingly, 
SIV-infected macaques that had lymphomas with large 
nuclei survived longer than those that had lymphomas 
with small nuclei (Habis et al, 1999). This phenomenon 
was also observed in patients with Burkitt’s-like 
lymphomas. Taken together, SIV-infected monkeys are 
appropriate animal models to study human AAL. 
2.1.4 Radiation-induced cancers 

It is well established that radiation can induce 
cancer in humans. An early study in NHPs showed that 
radiation induced brain tumors in rhesus monkeys 
(Wakisaka et al, 1982). Consistently, rhesus monkeys 
exposed to 55-MeV protons displayed a high incidence 
of malignant brain tumors with latent periods ranging 
from 13 months to 20 years (Wood, 1991). 
2.2 Carcinogenesis studies in prosimians 

Prosimians have few similarities with humans. They 
are small in size, nocturnal and only found in the old 
world. To date, only two prosimian species (Galagos and 
Pottos) have been used in cancer research. When 
administered DENA, a 
hepatocarcinogen in cynomolgus, rhesus, and African 


Galagos were potent 


green monkeys intraperitoneally the animals developed 
primarily mucoepidermoid carcinomas of the nasal 


cavity (Thorgeirsson et al, 1994). In another study, 
galagos (Galago crossicaudatus) were treated with 
DMBA and DDB biweekly for four years and papillomas, 
basal cell tumors and basosquamous cell epidermal 
tumors with satellite lipomas were observed within eight 
years (Palotay et al, 1976). When DMBA and DDB were 
applied to the skin of pottos (Perodicticus potto) 
neoplasms were observed in 17 of the 19 primates that 
lived longer than nine weeks (Palotay et al, 1976). 
2.3 Carcinogenesis studies in tree shrews 

Tree shrews (Tupaia spp.) are non-rodent and 
primate-like animals native to the tropical forests of 
Southeast Asia. Previously, tree shrews were grouped 
with prosimians because of certain internal similarities 
(brain anatomy for example) but now they have been 
assigned a separate order, scandentia, based on recent 
molecular phylogenetic studies. There are 20 species in 
five genera. All tree shrews share some common 
characteristics such as a relatively small body mass, 
generally omnivorous diet, and non-prehensile hands and 
feet (Martin, 1990). 1966 when the first 
spontaneous case of breast cancer was observed in tree 
shrews (Elliot et al, 1966) further cases of other 
spontaneous cancers have been described such as HCC 


Since 


(Hofmann et al, 1981), epidermoid carcinoma, and 
lymphoma (Brack, 1998). Hence, tree shrews may also 
be useful experimental animal models for carcinogenesis 
studies. 
2.3.1 Hepatocellular carcinomas 

HCC is a major cause of cancer deaths worldwide 
and accounts for ~6% of all human cancers. The 
development of HCC is considered to be caused by the 
HBV infection and chemical carcinogens such as AFBI. 
During the 1970s, Reddy et al (1976) successfully 
induced HCC in tree shrews (Tupaia glis) by 
administering AFB1. Yan et al (1996) found that tree 
shrews (Tupaia belangeri chinenesis) could be infected 
with human HBV. Further investigation revealed that 
HBV 1n combination with AFBI significantly increased 
the incidence of HCC (52.9%) compared to HBV alone 
(11.11%) or AFBI alone (12.50%). Oltipraz treatment 
protected tree shrews from AFB1-induced liver cancer in 
a manner similar to that observed in rodents and humans 
(Li et al, 2000). The tree shrew p53 sequence shares 
91.7% (nucleotide) and 93.4% (amino acid) homology 
with the human p53 sequence (Park et al, 2000). Park et 
al (2000) detected mutations in the p53 gene in tree 
shrews exposed to AFB1 and/or HBV (Park et al, 2000). 
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In addition to the mutation of p53, AFBI and HBV up- 
regulated the expression of the Ras gene in tree shrews 
before HCC development (Su et al, 2004). To understand 
the mechanism by which AFB1 induced HCC, Li et al 
(2004) examined gene expression profiles during AFBI- 
induced hepatocarcinogenesis in tree shrews and 
identified a set of genes that were up- or down-regulated 
in HCC. Following that, a group of candidate proteins 
that were differentially expressed in tree shrew HCC 
were obtained by proteome analysis (Li et al, 2008). The 
peroxiredoxin (Prx) II protein was found to be 
overexpressed in both tree shrew and human HCC. When 
Prx II expression was inhibited by siRNAs in human 
Hep3B cells, cell proliferation and survival decreased 
significantly (Li et al, 2008). These findings suggest that 
the tree shrew is a suitable animal model for studying the 
mechanisms of human HCC. 
2.3.2 Pulmonary adenomas 

Lung cancer is the leading cause of human cancer 
deaths worldwide. Therefore, the task of finding an 
effective NHP model to study lung cancer is an 
important objective in cancer research. In one study with 
NHPs, the carcinogenic effects of 2, 2'-dihydroxy-di-n- 
propylnitrosamine (DHPN) on tree shrews (Tupaia glis) 
was examined. DHPN was subcutaneously administered 
to tree shrews at a dose of 250 mg/kg of body weight 
once a week for 80 weeks. Eight of the nine males (8996) 
and 11 of the 14 females (7896) that received DHPN 
developed pulmonary adenomas between weeks 65 and 
102 (Rao & Reddy, 1980). Additionally, 9% of the 
DHPN-treated tree shrews developed squamous cell 
carcinomas of the skin and HCC. Taken together, tree 
shrew may be a suitable animal model for lung cancer 
research. 


3 NHPs for cancer genetics studies, therapies 
and prevention 


NHPs have been used in cancer genetics studies in 
the past. For instance, the evolution of tumor suppressor 
genes such as BRC47 (Pavlicek et al, 2004; Puente et al, 
2006) and p53 (Contente et al, 2003) in NHPs has been 
previously reported. To identify potential human cancer- 
related genes, comparative genomic hybridization (CGH) 
has been used to generate cytogenetic profiles of 
malignant gliomas in four monkey tumors (Jaikumar et 
al, 2007). In 2005, the chimpanzee genome was 
sequenced (Chimpanzee Sequencing and Analysis 
Consortium et al, 2005) and two years later, the rhesus 
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macaque genome was sequenced (Rhesus Macaque 
Genome Sequencing and Analysis Consortium et al, 
2007). The sequencing of more NHP genomes will 
further accelerate comparative cancer genetic studies in 
NHPs and humans. 

In addition to the study of cancer-related genes, 
NHP models are ideal for studying drugs for cancer 
therapies and chemoprevention because of their genetic 
similarity with humans. NHPs have been widely used to 
evaluate the safety and pharmacokinetics of anti-tumor 
drugs and vaccines (Parker et al, 1995; Kim et al, 2001; 
Hassan et al, 2007; Kapetanovic et al 2010; Morera et al, 
2010). The rhesus monkey in particular is suggested to 
be an excellent candidate for a NHP model for ovarian 
cancer chemoprevention (Brewer et al, 2001a, b). Using 
cultured rhesus ovarian surface epithelium cells, Wright 
et al (2005) demonstrated that high-dose estrogen and 
clinical selective ER modulators induced growth arrest in 
Rodriguez et al (1998) 
contraceptive progestin induced apoptosis in the ovarian 


vitro. showed that oral 
epithelium. Additionally, an agonist of toll-like receptor 
5 has been reported to protect rhesus monkeys from 
lethal irradiation routinely used to treat cancer patients 
(Burdelya et al, 2008). More recently, caloric restriction 
has been demonstrated to delay the onset of age- 
associated diseases, including cancer, in rhesus monkeys 
(Colman et al, 2009). 


4 Conclusions and perspectives 


NHPs share numerous similarities with humans and 
have been widely used to study human diseases such as 
AIDS, 
However, NHPs have not been widely used for cancer 


hepatitis and neurodegenerative diseases. 
research because of the low incidence of spontaneous 
tumors, long latency, slow propagation and high costs. 
Different chemical, biological (including hormones, 
bacteria, and viruses), and physical carcinogens have 
been used to induce a variety of tumors in different 
NHPs, including macaques and tree shrews. These NHP 
cancer models provide valuable knowledge for human 
cancer prevention and treatment due to their similarity to 
human cancers. 

More NHP cancer models are required to better 
understand mechanisms of human carcinogenesis and to 
design more effective prevention and treatment options 
for cancer patients. An ideal animal model for cancer 
research should faithfully reflect various aspects of the 
human disease such as the etiology, pathology, genetics 
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and therapy. Additionally, tumors should be expected to 
develop with a high incidence and a relatively short 
latency. NHPs have the potential to grow as tools for 
human cancer research with the development of 
technology. For example, NHP transgenic techniques 
have recently been established (Niu et al, 2010). Finally, 
as primate-like animals, tree shrews which are smaller in 
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摘要 : 清醒 -睡眠 的 周期 性 调节 需要 众多 单 胶 类 神经 递 质 S-HT、NE、DA 等 )、 乙 酰 胆 碱 等 兴奋 性 神经 递 质 
以 及 GABA 等 抑制 性 神经 递 质 的 参与 。 这 些 递 质 系统 的 异常 不 仅 会 导致 睡眠 周期 紊乱 ， 还 与 一 系列 的 精神 性 和 神 
经 退行 性 疾病 相关 。 睡 眠 异常 被 认为 是 抑郁 症 、 帕 金森 氏 病 等 神经 系统 疾病 发 生 的 早期 预警 信号 。 相 比 起 低 等 哺 
FLAW, 非 人 灵 长 类 动物 的 睡眠 与 人 类 的 睡眠 具有 更 好 的 可 比 性 。 近 来 ,利用 非 人 灵 长 类 动物 来 建立 神经 精神 疾 
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诊断 和 发 展 过 程 中 的 作用 , 为 疾病 的 早期 诊断 、 治 疗 和 药 效 评价 提供 更 好 的 客观 依据 。 
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Sleep disorder, a potential early diagnostic marker for 
psychiatric and neurodegenerative diseases 
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Abstract: Sleep/circadian timing depends on several neurotransmitter systems, including 5-HT, NE, DA, Ach, 
GABA, etc. These neurotransmitter systems play critical roles in mental, emotional and cognitive functions in the brain. 
Dysfunctions of these systems not only result in sleep disorder, but are also related to many psychiatric and 
neurodegenerative diseases. Sleep disruption is tightly associated with an increased susceptibility to a broad range of 
psychiatric and neurodegenerative diseases, such as depression and Parkinson diseases. Non-human primates, especially 
the rhesus monkey is an excellent biomedical model for human sleep and CNS diseases. Establishing nonhuman primates’ 
model of mental disorders and monitoring the sleep changes during the development of the model will help us to know 
more about the relationships between sleep disorder and psychiatric and neurodegenerative diseases. Sleep disorder as an 
early marker for psychiatric and neurodegenerative diseases would permit early intervention of these diseases and draw 
attention to the potential therapeutic benefits of normalizing sleep rhythms in individuals with brain pathologies. 


Key words: Sleep; Non-human primates; Psychiatric/neurodegenerative disorder; Early disease diagnoses; Disease 
model; Drug efficacy test 





























1 睡眠 调节 的 脑 结构 及 相关 的 神经 递 质 求 。 睡 眠 与 清醒 是 两 个 截然 不 同 的 生存 状态 ， 相对 
于 意识 清醒 时 刻 , 睡眠 时 机 体 对 外 和 界 的 反应 较 差 ， 
睡眠 是 人 类 和 大 部 分 动物 必 不 可 少 的 生理 需 。 嗅觉 、 视 觉 、 听 觉 、 触 觉 等 感觉 减退 ， 以 及 体温 下 
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降 、 代 谢 率 降 低 、 呼 吸 变 慢 ,意识 与 外 界 隔离 等 。 
睡眠 与 清醒 之 间 的 相互 转化 是 脑 内 许多 神经 
递 质 的 释放 或 抑制 引起 的 , 调节 这 一 变化 的 主要 神 
经 机 制 是 位 于 下 丘脑 前 部 的 睡眠 促进 神经 元 
(sleep-promoting neurons) 和 位 于 下 丘脑 外 侧 部 和 后 
部 的 睡眠 抑制 神经 元 (sleep-inhibiting neurons), XX 
些 神经 元 分 别 释 放 兴 奋 性 或 抑制 性 的 神经 递 质 ， 激 
活 或 抑制 位 于 脑 干 的 上 行 激 活 系 统 (arousal- 
promoting systems), 控制 清醒 和 睡眠 的 相互 转化 
(Pace-Schott & Hobson, 2002). 

如 图 1 所 示 ， 上 行 激活 系统 主要 由 两 个 通路 构 
成 : 一 条 通路 为 乙酰 胆 碱 通路 ,起 源 于 脑 桥 上 部 的 
脑 桥 脚 (pedunculopontine，PPT 和 背 外 侧 中 脑 被 盖 
核 (laterodorsal tegmental nuclei , LDT), 3X4 Z WEHE 
碱 神经 元 的 输入 有 助 于 丘脑 -皮层 间 的 信息 传递 ， 维 
持 大 脑 皮 层 的 激活 状态 。 第 二 条 通路 主要 由 单 胶 类 的 
神经 递 质 负 责 ， 如 结 节 乳头 体 核 (tuberomammillary 
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要 负责 激活 大 脑 皮层 的 广泛 区 域 , 进而 提高 来 自 
丘脑 的 信息 处 理 能 力 。 上 行 激活 系统 同时 还 接受 来 
自 下 丘脑 外 侧 部 (ateral hypothalamus, LHT) 的 阿 立 
新 (orexin) 神 经 元 的 投射 ， 并 受 黑 色素 聚集 激素 
(melanin-concentrating hormone) 的 调节 。 清醒 时 ， 脑 
干 、 中 脑 和 基底 前 脑 的 一 些 脑 区 释放 兴奋 性 的 神经 
递 质 如 去 甲骨 上 腺 素 , 血清 素 (5-HT), 组 氨 酸 ， 乙 
栈 胆 碱 和 阿 立 新 (orexim) 等 ,不 断 激 活 脑 干 的 上 行 
激活 系统 ,进而 维持 动物 的 清醒 状态 〈 见 图 2) 
(Saper et al, 2005). 
脑 干 上 行 激活 系统 中 的 许多 脑 区 都 受到 腹 外 
侧 视 前 叶 核 团 (ventrolateral preoptic nucleus, VLPO) 
的 直接 调控 , 腹 外 侧 视 前 叶 核 团 的 睡眠 促进 神经 元 
能 够 分 泌 GABA 和 上 甘 丙 肽 (Galanin, GaD) 这 两 种 抑制 
性 神经 递 质 。 清 醒 时 , 腹 外 侧 视 前 叶 核 团 的 抑制 性 
神经 递 质 如 GABA 和 甘 丙 肽 的 释放 受到 抑制 , 但 
随 着 清醒 时 间 的 增多 ，ATP 分 解 产生 的 腺 苷 不 断 积 

























































































































































































nucleus, TMN) 神 经 元 分 泌 的 组 氨 酸 (His),， 中 脑 多 巴 
胺 能 神经 元 释放 的 多 巴 胺 (DA), 中 缝 核 神经 元 释放 
的 5-HT 和 蓝 斑 核 神经 元 释放 的 去 甲 肯 上 腺 素 (CNE)， 














下 丘脑 外 侧 部 
( 阿 立 新 ) 


结 节 乳 头 休 核 组 胺 酸 ) > 
中 缝 核 (五 羟色胺 ) | 
下 丘脑 





图 1 

Fig. 1 Key components 
上 行 激活 系统 由 两 条 通路 构成 : 第 一 条 通路 (黄色 线 表示 ) 的 乙酰 
脑 皮 层 的 广泛 区 域 , 进一步 提高 来 自 丘 脑 信息 的 处 理 能 力 ,， 主要 
































b. 
hib 


延 通 























激素 (melanin-concentrating hormone) 的 调节 以 及 GABA 神经 元 和 


Ach 神经 元 的 调节 ( 引 
The ascending arousal system has two separate pathways: the first pathway (yellow) originates from cholinergic (ACh) cell groups, faci 





累 ， 而 腺 音 的 不 断 积累 又 会 导致 睡眠 压力 的 增加 。 
大 量 的 腺 苷 使 基底 前 脑 的 GABA 能 神经 元 受到 抑 
制 , 使 得 GABA 对 睡眠 促进 神经 元 的 抑制 被 解除 , 


















































一 中 脑 (多 巴 胺 ) 
一 背 外 侧 中 脑 被 盖 核 
(乙酰 胆 碱 ) 
X : À ) 
X S 
Cerebellum ~ Bri ERAI ZL) 
\ | HEREBY LAR) 
\\ 脑 桥 





脑 内 上 行 激活 系统 的 主要 结构 
of the ascending arousal system 
昌 碱 系统 有 助 于 丘脑 -皮层 间 的 信息 传递 ; 第 二 条 通路 (红色 线 表示 ) 负 责 激 活 大 














单 胺 类 的 神经 递 质 介 导 , 同时 还 接受 orexin 神经 元 的 投射 ， 并 受 黑 色素 聚集 


Saper et al, 2005， 略 有 改动 )。 























itates the 


thalamocortical transmission. The second pathway (red) arises from neurons in the monoaminergic cell groups, activates the cerebral cortex to facilitate 


the processing of inputs from the thalamus, this pathway also receives contributions from orexin neurons or melanin-concentrating hormone (Modified 


from Saper et al, 2005). 
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图 2 腹 外 侧 视 前 叶 核 团 的 睡眠 促进 神经 元 对 上 行 激活 系统 的 投射 











Fig.2 Key projections of sleep-promoting neurons of the ventrolateral preoptic nucleus (VLPO) to the main 


components of the ascending arousal system 
腹 外 侧 视 前 叶 核 团 
区 ， 使 得 上 行 激活 系统 全 面 失 活 , 动物 进入 睡眠 状态 ( 引 


The release of inhibitory neurotransmitters GABA and galanin from sleep-promoting 









































key components of the ascending arousal system. With the inactivation of the ascending arousal system, animals dri 


et al, 2005). 























于 是 位 于 腹 外 侧 视 前 叶 核 团 的 睡眠 促进 神经 元 便 





(VLPO) 的 睡眠 促进 神经 元 释放 GABA 和 甘 丙 肽 这 两 种 抑制 性 神经 递 质 , 这些 递 质 
Saper et al, 2005， 略 有 改动 )。 


在 NREM 睡眠 和 REM H 
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于 上 行 激活 系统 中 的 许多 主要 脑 




















neurons in the ventrolateral preoptic nucleus (VLPO) inhibit the 





ft off to sleep (Modified from Saper 




















HEHE, Hoi PY EAS E 























大 量 释 放 GABA 和 甘 丙 肽 。 这 些 递 质 直接 作用 于 上 
行 激活 系统 中 的 主要 组 成 部 分 如 组 胺 酸 (His) 神 经 
元 、 多 巴 胺 (DA) 神 经 元 、5-HT 神经 元 以 及 蓝 斑 核 


种 类 的 


























叶 核 团 



























































神经 递 质 。NREM 睡眠 时 , 脑 内 所 有 单 胺 能 





和 胆 碱 能 神经 递 质 及 orexin 的 释放 都 被 腹 外 侧 视 前 








释放 的 GABA 和 甘 丙 肽 所 抑制 。 





因此 ， 出 现 



















































































































































































































































































































































































































































































的 去 甲 皮 上 腺 素 (NE) 神 经 元 等 。 这 些 递 质 还 会 抑制 动物 唤起 度 下 降 的 现象 。 一 旦 NREM 睡眠 开始 ， 就 
脑 桥 脚 (pedunculopontine ，PPT) 和 背 外 侧 中 脑 被 盖 可 以 在 下 丘脑 -皮层 之 间 的 脑 电 EEG 中 记录 到 0 和 
核 (laterodorsal tegmental nuclei , LDT) 的 乙酸 胆 碱 o 振荡 ， 以 及 睡眠 纺锤 波 。 而 REM 睡眠 时 ， 虽 然 脑 
神经 元 活动 ,使 得 位 于 脑 干 、 中 脑 和 基底 前 脑 的 上 干 内 单 胺 类 神经 递 质 的 释放 同样 被 抑制 , 但 在 
行 激活 系统 全 面 失 活 ,动物 进入 睡眠 状态 (Saper et REM 睡眠 中 ,起源 于 脑 干 、 中 脑 和 基底 前 脑 的 乙酰 
al, 2005)。 胆 碱 神经 元 却 会 释放 出 乙酰 胆 碱 神经 递 质 , 脑 内 乙 
正常 情况 下 , 成 年 人 完整 的 睡眠 由 一 系列 持续 酰 胆 碱 的 含量 在 REM 睡眠 时 最 多 ,清醒 时 次 之 ， 而 
时 间 大 约 为 90 分 钟 的 睡眠 周期 组 成 。 每 个 周期 由 。 NREM 睡眠 时 最 低 (Vazquez & Baghdoyan, 2001). 
非 快速 眼 动 睡眠 (on-rapid eye movement sleep, REM 睡眠 的 产生 及 调节 被 认为 与 乙酰 胆 碱 神经 元 
NREM sleep) 和 快速 眼 动 睡眠 (rapid eye movement 的 活动 有 关 ， 刺激 脑 桥 部 的 胆 碱 能 神经 核 团 可 诱发 
sleep, REM sleep) 组 成 。 进 入 睡眠 状态 后 ， 首 先是 PGO 环流 、 肌 肉 弛 缓和 丘脑 一 皮质 激 醒 (Hobson， 
NREM 睡眠 ,持续 约 60~90 min 后 进入 REM HEIR, 1992)。 
20~30 min 后 又 转 入 NREM 睡眠 ; 整个 睡眠 过 程 中 ， 总 之 , 睡眠 的 调节 与 脑 干 、 中 脑 和 基底 前 脑 等 
NREM 和 -REM 睡眠 约 有 4—5 次 交替 (Sakurai et al, ” 脑 区 的 上 行 激 活 系 统 有 关 ， 上行 激活 系统 内 存在 各 
2010). 睡眠 前 期 以 慢 波 睡眠 为 主 , 越 到 睡眠 的 后 期 ， ”种 单 胺 类 的 神经 递 质 和 乙 栈 胆 碱 等 兴奋 性 神经 递 
REM 睡眠 的 时 间 越 长 (Diekelmann & Born, 2010). 质 , 也 有 GAGA 和 甘 丙 肽 等 抑制 性 神经 递 质 , 这些 
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递 质 的 此 消 彼 长 ,促进 了 清醒 和 睡 
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普遍 认为 ， 焦 虑 和 抑郁 症 患者 通常 出 现 的 失眠 
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到 有 效 治疗 后 ， 困 
来 越 多 的 研究 认为 ， 失 眠 本 身 就 是 
也 与 精神 性 疾病 同时 出 现时 ， 
发 证 。 这 主要 是 基于 以 下 几 种 发 现 
2008): 第 一 ,周期 性 抑郁 症 患 者 在 抑 
郁 症 状 出 现 前 均 表 现 出 失眠 症状 加 习 























睡眠 便 会 恢复 











E, dem AURA 





可 能 是 抑郁 出 现 的 前 驱 征 兆 ; 第 二 


治疗 抑郁 症 的 























临床 用 药 3 











不 能 
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抑郁 症 的 认 知 疗法 对 睡眠 障碍 治愈 效果 不 佳 ; 
精神 性 疾病 是 阶段 性 
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民 障碍 患者 相 比 起 正常 人 来 说 ， 可 





四 ， 
E 虐 障碍 则 是 慢性 的 ， 
期 ， 失 眠 也 会 不 断 出 
现 ; 第 五 ， 治 疗 失眠 的 药物 与 治疗 抑郁 的 药物 ， 如 
时 ， 对 抑郁 证 的 疗效 显著 高 于 单纯 
说 明 在 治疗 抑郁 症 的 同时 ， 对 睡眠 
障碍 进行 治疗 有 助 于 抑郁 症 的 痊愈 ; 第 六 ， 越 来 越 
失眠 患者 在 之 后 的 6 个 
高 于 正常 人 。 
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Voderholzer, 2003). 


滚 下 床 等 。 正 常情 攻 
降低 、 肌 肉 几乎 完全 松弛 ,而 REM 睡眠 行为 异常 的 
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异常 (sleep behaviour disorder, RBD) 是 在 REM 睡眠 
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重 眠 障碍 ， 如 失眠 是 焦虑 和 抑郁 症 发 展 过 程 中 
的 一 个 危险 因子 (Vollrath et al, 1989)。 失眠 既 有 可 能 
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理 改 变 都 是 脑 内 神经 递 质 信息 传递 的 失常 ， 如 抑郁 





症 与 脑 内 5-HT 水 平 低下 有 关 ,， 帕 金森 病 患 者 的 多 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































(Wulff et al, 2010)。 此 外 , 睡眠 周期 紊乱 还 会 影响 到 巴 胺 神经 元 出 现 异 常 等 。 目 前 用 于 治疗 这 类 疾病 的 
人 的 正常 社会 活动 。 睡 眠 周期 亲 乱 的 患者 作息 时 间 ”药物 也 主要 是 基于 校正 这 些 神经 递 质 的 异常 分 泌 。 
与 常人 不 同 , 其 社会 行为 会 发 生 相 应 的 变化 , 患者 。 从 上 一 部 分 对 睡眠 调节 的 总 结 我 们 可 以 看 出 , 睡眠 
不 规律 的 睡眠 还 会 使 其 接受 正常 光照 刺激 的 几率 周期 的 调节 需要 众多 单 胺 类 、 乙 酰 胆 碱 、GABA 等 
降低 ， 这 些 都 将 导致 睡眠 周期 调节 的 进一步 失衡 ， ”神经 递 质 的 正常 工作 ,可 以 说 , 睡 卢 调节 与 心理 、 
使 得 脑 内 本 来 已 经 失 篆 的 递 质 释放 系统 进一步 紊 ”情绪 、 认 知 等 方面 的 调节 具有 共同 的 物质 基础 
乱 ， 机 体内 部 的 各 类 激素 和 行为 节律 失去 同步 性 。 (Wulff et al, 2010). 
除 此 之 外 , AWAIT. REAREA A ZH 研究 发 现 , 一 系列 的 精神 疾病 和 神经 退行 性 疾 
同样 会 影响 到 患者 脑 内 正常 的 神经 递 质 释放 , XXE 病 都 伴随 着 睡眠 周期 的 亲 乱 ， 如 睡眠 时 间 与 睡眠 时 
步 损坏 神经 元 和 神经 内 分 泌 的 调控 , 睡眠 周期 进 相 的 改变 等 ( 表 1)。 在 超过 80% 的 抑郁 症 和 精神 分 
步 失 衡 。 因 此 , 对 具有 睡眠 异常 的 精神 性 疾病 和 神 和 袭 症 患 者 中 都 会 出 现 睡 眠 障碍, 阿尔 北海 默 病 和 由 
经 退行 性 疾病 患者 进行 提高 睡眠 质量 的 治疗 , 将 有 金森 病 等 神经 退行 性 疾病 患者 中 也 会 出 现 睡眠 周 
助 于 疾病 的 更 好 治疗 。 期 的 紊乱 。 事 实 上 ,很 多 对 精神 性 疾病 的 诊断 标准 
NERIS 中 都 包括 睡眠 行为 的 变化 , 如 美国 精神 病 学 会 编制 
i m d 与 精神 疾病 和 神经 退行 性 疾病 。 的 《精神 疾病 诊断 与 统计 手册 》(DSM-IV) 和 世界 卫 
li 生 组 织 编写 的 《国际 疾病 分 类 》 等 。 
许多 精神 性 疾病 和 神经 退行 性 疾病 的 核心 病 
表 1 各 种 精神 性 及 神经 退行 性 疾病 的 睡眠 改变 
Tab.1 Sleep changes in psychiatric and neurodegenerative diseases 
疾病 名 称 UAE 精神 分 裂 症 阿尔 北海 默 病 由 金森 氏 病 
Disease Depression Schizophrenia Alzheimer’s disease Parkinson disease 
REM 睡 民 潜伏 期 下降 慢 波 睡眠 缺失 夜间 清醒 Ai 
WEIL AED ET 首次 REM HEIRE TRIB HIE REM EIRA PE K- 复 合 波及 纺锤 波 异 党 REM 睡 中 行为 异 党 
Seen dsr REM if RERUMS REM RA REM ERARE 电 P 波 减少 REM/NREM 睡眠 失 党 
慢 波 睡眠 减少 清醒 - 重 眠 周期 节律 紊乱 ex i 民 减 少 天 睡眠 增多 
皮质 醇 浓度 异常 睡眠 纺锤 波 减 少 天 睡眠 增多 
参考 文献 (Berger & Riemann, 1993; Sabo & (Cohrs, 2008; (Wulff et al, 2010; (Arnulf et al, 2008; 























































































































































































































































































































References Reynolds, 1991; Sitaram et al, 1982) Ferrarelli et al, 2007) Vitiello et al, 1990) Iranzo et al, 2006) 
3.1 重度 抑郁 症 (major depressive disorder, MDD) ”而 没有 自杀 行为 的 抑郁 症 患 者 第 二 阶段 REM 睡眠 
患者 的 睡眠 异常 时 间 较 少 , 深度 睡眠 较 多 ， 说 明 睡 眠 紊乱 的 程度 与 
超过 90% 的 重度 抑郁 症 患者 会 出 现 睡 眠 障碍 。 抑郁 症 的 严重 程度 有 一 定 相 关 性 (Sabo & Reynolds, 
对 抑郁 症 患 者 的 睡眠 研究 发 现 , REM 睡眠 异常 与 扣 1991)。 
郁 症 的 发 生 有 关 (Sitaram et al，1982)， 抑 郁 症 患 者 失眠 也 是 抑郁 症 发 病 的 前 期 危险 因子 Gisk 
第 二 阶段 的 REM 睡眠 比 正 常人 多 。 睡 眠 异常 可 以 ”factor)， 失 眠 患者 在 患 病 后 1 一 3 年 时 间 内 患 上 抑郁 
作为 抑郁 症 早期 诊断 的 一 个 指标 , REM 睡眠 潜伏 期 “ 症 的 可 能 性 比 睡眠 正常 的 人 要 高 (Riemann & 
减少 REM 睡眠 密度 增加 以 及 REM 睡眠 增多 有 可 Voderholzer, 2003; Cole & Dendukuri, 2003)。 不 仅 如 





ob A 


能 是 抑郁 证 发 病 的 早期 预警 信号 (Berger & Riemann, 
中 ， 有 过 自杀 行为 的 和 
民 效 率 更 低 ， 睡 


1993)。 另 外 , 在 抑郁 症 ， 
睡眠 潜伏 期 更 长 ， 睡 有 


郁 症 患 者 
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民 还 会 进 
者 发 展 出 新 的 抑郁 症状 。 在 抑郁 症 的 治疗 过 程 中 ， 
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重 抑郁 症 患 者 的 病情 ,使 串 











AH 
一 般 治 疗 后 








民 患 者 得 到 有 效 治疗 的 几率 更 低 ， 失眠 患者 经 过 
保持 抑郁 症状 的 几率 是 非 失眠 患者 
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的 1.8~3.5 倍 (Pigeon et al, 2008)， 说 明 睡 眠 障碍 会 
阻碍 抑郁 症 的 正常 治疗 。 


对 睡眠 周期 的 调节 有 利于 抑郁 症 的 康复 和 治 
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疗 。 一 些 抗 抑郁 药 的 疗效 被 认为 与 其 对 睡眠 的 调节 























32 卷 





性 发 病 过 程 会 从 多 个 方面 影响 到 睡眠 调节 有 关 的 
E 卢 异常 被 看 作 是 该 病 早期 发 展 过 程 中 的 标 
志 性 反应 (Jeong，2004)。 下 丘脑 前 部 的 腹 外 侧 视 前 








叶 核 团 (VLPO) 和 视 交 又 上 核 、 下 丘脑 外 侧 部 和 下 丘 





作用 有 关 。 治 疗 抑郁 症 的 一 些 三 环 类 或 非 三 环 类 抗 
抑郁 药 ， 如 两 咪 哄 、 阿 米 蔡 林 等 都 具有 镇 静 效 果 ， 
在 催眠 实验 中 被 用 作 催眠 药物 。 催 眠 剂 (如 唑 吡 坦 ) 
或 褪 黑 素 激动 剂 等 药物 能 提高 使 用 者 的 睡眠 质 
使 人 的 入 睡 潜伏 期 下 降 , 睡眠 稳定 性 升 高 等 ， 这 些 


























T 















































脑 后 部 以 及 基底 前 脑 都 是 睡 
区 , 而 AD 患者 的 这 些 脑 
化 , 尤其 是 视 交 叉 上 核 , AD BEY 
显著 高 于 同年 龄 的 正常 人 (Hoogendijk et al, 1997). 

F AD 患者 基底 前 脑 和 VLPO 脑 区 的 损伤 , VLPO 









































药物 同时 也 能 够 改善 失眠 者 和 抑郁 症 患 者 的 睡眠 
问题 , 对 提高 使 用 者 的 心境 状况 有 利 。 在 一 些 对 传 
统 抗 抑郁 药 不 敏感 的 患者 身上 使 用 能 够 促进 清醒 
状态 的 药物 英 达 非 尼 , 调整 患者 的 睡眠 周期 节律 ， 
可 以 减轻 患者 的 抑郁 症状 ， 对 提高 抑郁 患者 的 生存 
质量 有 益 (Asnis et al, 1999). 

32 ”精神 分 裂 症 患 者 的 睡眠 异常 

精神 分 裂 症 患者 的 睡眠 障碍 早 在 20 世纪 20 年 
代 就 被 研究 报道 了 。30% 一 80% 的 精神 分 裂 症 患者 
都 有 睡眠 不 同 程度 的 睡眠 问题 。 睡 眠 质量 越 差 ， 患 
者 的 生存 质量 越 低 。 在 精神 分 裂 症 患 者 中 , REM Hit 
眠 的 潜伏 期 减少 , REM 睡眠 密度 、 睡 眠 有 效 性 、 睡 
眠 总 时 间 以 及 NREM 睡眠 4 期 的 时 间 都 减少 (Cohrs,， 
2008)。 精 神 分 裂 症 患者 NREM 睡眠 中 的 睡眠 纺锤 
波 数 量 、 幅 度 、 持 续 时 间 以 及 整体 性 都 下 降 
(Ferrarelli et al, 2007)。 精 神 分 裂 症 患者 睡眠 质量 的 
提高 与 负 性 症状 的 减轻 相关 。 
精神 分 裂 症 患 者 的 睡眠 异常 与 其 脑 部 结构 及 
神经 生理 学 上 的 广泛 病变 有 关 。Hendler et al (2009) 
研究 表明 , 精神 分 裂 症 患 者 脑 内 与 GABA 有 关 的 抑 
制 性 神经 通路 功能 失常 ， 皮 质 醇 浓度 也 普遍 高 于 正 
常人 。 此 外 , 精神 分 裂 症 患者 皮层 神经 纤维 网 减少 ， 
海马 神经 元 数量 降低 , 在 儿童 时 期 便 会 出 现 皮层 灰 
质 的 萎缩 。 

与 精神 分 裂 症 有 关 的 基因 中 有 好 几 种 都 与 睡 
眼 周 期 节律 调节 有 关 ， 如 DISCI (disrupted in 
schizophrenia 1) 基因 和 PDE4D (cyclic AMP 
(cAMP)-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D) 基 
因 等 。 DISC1 基因 的 异常 与 动物 的 快感 缺乏 和 睡 
卢 调节 紊乱 有 关 (Sawamura et al, 2008); 而 PDE4D 
多 态 性 变化 与 失眠 有 关 , 并 且 与 精神 分 裂 症 的 发 病 
有 关 (Tomppo et al, 2009). 

3.3 ”老年 痴呆 患者 的 睡眠 异常 























IL 







































































































































































































































































































































































































































































































































































对 脑 干 上 行 网 状 激活 系统 的 抑制 不 能 
臻 AD 患者 慢 波 睡 眠 减少 和 NREM H 
AD 患者 NREM fifi 


除 此 之 外 ， 
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区 都 会 出 现 神经 退行 性 


节 的 重要 脑 
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HX 2 期 的 特征 脑 电波 ， 


E 常 发 生 ， 导 


民 1 期 增加 。 

















如 开 - 复 合 波 、 纺 锤 波 几乎 不 会 形成 ,即使 是 形成 了 
其 幅度 也 很 小 ,持续 时 间 较 得， 数量 较 少 (Wulff et 


al, 2010)。 此 外 , Æ AD H 
脑 乙酰 胆 碱 神 经 元 
































经 元 问 











为 是 AD 患者 REM fife 


al, 1990). 





的 变性 ,而 基底 前 朋 
皮层 的 投射 被 认为 是 REM fi 
皮层 兴奋 的 主要 原因 ， 














8 现 的 早期 便 会 出 现 基底 前 
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眠 紊乱 的 重要 原 














3.4 帕 金 森 病 患者 的 睡眠 异常 
帕 金 森 患 者 的 中 脑 “ 黑 质 ”神经 元 出 现 路 易 小 





体 (Lewy body) 沉 积 ， 
TZ, 进一步 导致 纹 状 体 部 位 的 多 巴 胺 神经 元 变性 ， 
多 巴 胺 合成 减少 ,抑制 乙酰 胆 碱 的 功能 
失衡 的 结果 
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持 等 现象 。 然 而 , Lewy 小 体 沉 积 不 止 是 在 黑 质 发 生 ， 
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的 现象 ， 











在 脑 干 的 核 团 中 也 会 
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民 的 结构 。 f 






































困难 ， 睡眠 状态 难以 


, 不仅 如 此 ， 


递 质 释 放 的 紊乱 还 会 破坏 
由 金森 病 患 者 经 常会 出 现 夜 





约 有 80%~ 
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HÆL Lewy 小 体 沉 积 ， 这 些 核 
生变 化 会 从 根本 上 破坏 REM H 
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究 表 明 , REM Hi 


眠 的 异常 在 




















PD 症状 出 现 之 前 好 多 年 便 会 出 现 (Arnulf et al, 








2008), iii 





究 提 示 我 们 , REM Hl 

















民有 可 能 是 


PD 疾 


病 的 早期 症状 , 为 该 病 的 早期 诊断 提供 了 依据 。 在 


PD 治疗 方面 , & 





























素 和 光照 疗法 能 显著 提高 PD 患者 的 睡 
总 之 ， 当 神经 退行 性 疾病 导致 的 脑 损伤 涉及 到 
眠 调控 的 神 











与 睡眠 调节 











究 表 明 , 调节 睡 
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睡眠 异常 便 会 产 4 











阿尔 效 海 默 病 (Alzheimer'”s disease, AD) 的 退行 
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疾病 患者 的 睡 
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障碍 进行 治疗 或 许 能 缓解 疾病 的 症状 , 延缓 疾病 的 











1 期 





陈 艳 梅 等 ， 非 人 灵 长 类 动物 模型 图 





发 展 进程 ,进一步 提高 患者 的 整体 生存 质量 。 
4 非 人 灵 长 类 动物 的 睡眠 研究 
































者 的 广泛 关注 , 早 
动物 模型 来 进行 。 
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随 着 研究 不 断 深 入 ,下 


究 主要 以 人 或 

















睡眠 研究 早 在 20 世纪 20-30 年 代 就 得 到 研究 








猎 作 为 
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低 等 哺乳 动物 ， 如 猎 的 睡眠 与 人 类 存在 许多 不 同 的 




















地 方 ,其 中 的 一 个 重要 差别 就 是 猎 通 常 只 有 
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而 人 类 的 睡眠 通常 可 以 被 明显 地 分 为 很 多 个 时 
HJ NREM 睡眠 1 Ej. 2 Hj, 慢 波 用 
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3. 4 期 ) 和 异 相 








的 睡眠 差别 的 另外 一 个 方面 是 , 在 猫 和 大 鼠 睡眠 过 
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,通常 可 以 在 海马 处 记录 











对 非 人 灵 长 类 (non-human primates) 动 物 的 下 
个 更 好 的 研究 模式 。 研究 表明 ， 

















为 睡眠 研究 提供 了 
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在 人 类 睡眠 中 没有 这 种 特征 波 (Cantero et al, 2003). 
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与 低 等 哺乳 动物 不 同 , 非 人 灵 
眠 极为 相似 (Weitzman et al, 1965)。 与 人 类 一 样 ， 
非 人 灵 长 类 动物 在 夜晚 有 着 稳定 的 
。 非 人 灵 长 类 动物 
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WBA. KBB. FE. PAAR) FAR. WAR 
猴 、 黑 猩猩 等 都 可 以 
HK, 但 通过 比较 这 几 种 非 人 灵 长 类 动物 
2t 25 15 hl 1A, 7g TE XE (chimpanzee), % 
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饲养 方面 的 简易 性 ， BOA KREW 





E 虐 研究 在 神经 精神 疾病 的 早期 诊断 和 药 效 评价 中 的 作 
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Zu 


的 最 好 的 模式 生物 (Balzamo et al, 1977; Deadwyler 


et al, 2007)。 











与 黑猩猩 和 人 类 相似 ,猕猴 的 睡眠 模式 与 低 等 
































眠 中 相似 的 
猴 睡 眠 在 清醒 



































周期 性 脑 电 变化 , A 
NREM fiii 














E 整 夜 的 睡 














哺乳 动物 差别 很 大 (Weitzman et al, 1965)。 在 猕猴 
睡眠 过 程 中 , 睡眠 的 各 种 特征 脑 电波 可 以 被 很 轻易 
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地 区 分 出 来 。 此 外 ,猕猴 的 睡眠 也 会 出 现 与 人 类 睡 


























LU 

















进行 。 在 对 猕猴 进行 的 每 天 的 睡眠 
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隔 时 间 大 约 90 min, 





眠 占 总 睡眠 的 15%, 每 次 REM Hi 
6 min 每 51 分 钟 出 现 一 次 ， 人 类 时 
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监测 中 发 现 ， 
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P, 这 个 周期 的 间 


而 在 大 鼠 中 ,这 个 间隔 时 间 仅 





为 13 min. 5 ASI 











NECA (LA, Spice HEH 








RR 过 程 中 海马 


处 也 不 能 记录 到 明显 的 theta Y (Kripke et al, 1968; 


Hsieh et al, 2008). 


在 最 近 的 一 项 对 自 | 
发 现 ， 猕 猴 8 小 时 
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通常 在 睡眠 之 后 的 



































FARA 


灵 长 类 


和 人 类 之 间 比 较 生 物 学 的 较 好 模式 动物 ， 尤其 是 猕 
猴 ， 由 于 其 稳定 而 完善 的 睡眠 研究 系统 以 及 处 理 和 
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慢 波 睡眠 3 、4 期 
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图 3 
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活动 猕猴 24 h 慢 波 睡眠 活动 及 24 hh 睡眠 























而 睡眠 晚期 主要 以 





























以 深度 睡眠 如 慢 波 昌 
而 用 REM 
都 与 人 类 睡眠 有 着 极 大 的 相似 性 ， 
说 明 , 猕猴 是 研究 人 类 睡眠 及 睡 









































活动 猕猴 进行 的 此 
的 睡眠 监测 过 程 中 ， 有 
白天 监测 


























16 h 的 


























EXEAM 





























现 一 次 ， REE 























FA 






































Iit 



































EH 





























EAR wt 


ERRA. XE 
眠 过 程 中 ， 
性 活动 约 60 
E 8 波 的 活动 
民 的 早期 主要 
民 3、4 期 ) 为 主 ， 
卢 为 主 ， 这 些 睡 眠 特征 


这 些 数据 进一步 











卢 的 生物 学 特性 的 


一 种 非常 好 的 模式 动物 ( 见 图 3; Hsieh et al, 2008). 
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Fig.3 Slow wave activity over 24 h, and 24 h hypnogram of an unrestrained rhesus monkey 
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The upper part of this figure shows t 
from Hsieh et al, 2008). 


睡眠 时 相 变 化 ， 下 半 部 分 显示 的 是 NREM 
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民 时 的 慢 波 睡眠 活动 ( 引 




















Hsieh et al, 2008, 


he sleep stages, and the lower part shows slow wave activities during NREM sleep in the 24-h hypnogram (Modified 


88 动 学 














综 上 所 述 ， 越 来 越 多 的 研究 表明 , 非 人 灵 长 类 
动物 的 睡眠 与 人 类 睡眠 模式 极为 相似 , 它 是 深入 
究 人 类 睡眠 和 睡眠 病理 学 的 很 好 的 模式 动物 。 


5 非 人 灵 长 类 动物 疾病 模型 研究 与 睡眠 研 


究 相 结合 


建立 疾病 的 动物 模型 是 人 类 疾病 病理 研究 和 
药物 开发 的 重要 手段 。 与 哮 具 类 等 低 等 哺乳 动物 相 
tb, 非 人 灵 长 类 动物 由 于 在 遗传 学 、 解 剖 结 构 和 生 
理 功能 上 与 人 类 的 高 度 相 似 性 而 成 为 许多 精神 疾 
病 模型 建立 的 理想 实验 动物 。 首 先 , 非 人 灵 长 类 动 
物 具 有 与 人 类 相似 的 大 脑 结构 ， 具 备 高 级 脑 功能 ， 
可 以 被 训练 完成 特定 类 型 的 测试 任务 , 对 评价 认 知 
能 力 、 情 绪 反 应 等 具有 哮 齿 类 动物 无 法 奉 代 的 作用 
(Price et al, 1991); 其 次 , 非 人 灵 长 类 动物 的 前 额 叶 
皮层 和 杏仁 核 与 人 类 一 样 ， 具 有 调控 情感 与 动机 的 
功能 (Drevets，2001)， 这 使 得 它们 在 面 对 应 激 刺激 
时 所 表现 出 的 反应 与 人 类 非常 相似 , 包括 : 回避 行 
为 、 警 觉 和 觉醒 水 平 的 提高 、 自 主神 经 系统 的 交感 
神经 系统 被 激活 、 肾 上 腺 分 泌 皮 质 醇 等 ; 再 次 ， 与 
脑 内 五 羟色胺 系统 正常 功能 密切 相关 的 基因 
5-HTTLPR( 五 羟色胺 转运 体 基 因 启 动 子 区 多 态 性 ) 
仅 存 在 于 人 类 和 独 猴 科 动 物 中 ( Lesch et al, 1997); 














































































































































































































最 后 ， 非 人 灵 长 类 动物 的 行为 表现 与 人 类 非常 相似 ， 














同样 生活 在 社会 群体 中 , 具有 复杂 、 高 级 的 认 知 过 
程 ,情感 表达 ( 喜 、 怒 、 衣 、 乐 ) 也 与 人 类 相似 (Barr et 
al, 2003; Kalin & Sheltona, 2003)。 

利用 非 人 灵 长 类 动物 来 建立 人 类 疾病 动物 模 
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及 行为 变化 ,以 阿尔 北海 默 病 (AD) 疾 病 模型 为 例 ， 
非 人 灵 长 类 动物 , 尤其 是 猕猴 的 AD 模型 ， 具 有 与 
人 类 一 致 的 神经 生物 学 特性 ， 是 研究 AD 等 疾病 最 
理想 的 动物 模型 (Lemere et al, 2004)。 

在 非 人 灵 长 类 动物 疾病 模型 建立 方面 , 我 们 实 
验 室 依托 于 中 国 科学 院 昆 明 灵 长 类 研究 中 心 及 中 
国 科学 院 昆 明 动 物 研究 所 , 拥有 雄厚 的 非 人 灵 长 类 
实验 动物 资源 。 目 前 为 止 , 我 们 已 经 成 功 建立 起 了 
猕猴 的 帕 金 森 氏 病 疾病 模型 , PD 猴 表 现 出 与 PD 患 
者 相似 的 临床 症状 , 如 震颤 、 运 动 减少 、 伪 直 、 姿 
势 异常 等 , 在 神经 病理 学 方面 , 这 些 猕 猴 还 出 现 了 
脑 内 多 巴 胺 转运 体 减少 、 多 巴 胺 神经 元 死亡 等 现 
象 。 我 们 实验 室 还 成 功 建立 了 猕猴 的 抑郁 症 模型 ， 
抑郁 猴 的 行为 表现 、HPA 轴 异 常 等 方面 都 与 抑郁 病 
人 极为 相似 。 除 此 之 外 , 我 们 实验 室 在 建立 猕猴 的 
AD 模型 方面 也 取得 了 很 大 进展 。 总 而 言 之 , 在 非 
人 有 灵 长 类 动物 疾病 模型 的 建立 方面 ,我 们 实验 室 已 
经 具备 了 完善 的 实验 条 件 和 实验 技术 ,建立 模型 的 
方法 日 趋 成 熟 。 

在 以 往 的 研究 非 人 灵 长 类 动物 睡眠 的 实验 中 ， 
为 了 电 生 理 记 录 的 方便 ,通常 需要 把 猴子 固定 在 猴 
椅 上 ,这 样 就 限制 了 动物 的 活动 性 ， 其 研究 结果 必 
然 与 动物 在 自然 状态 下 的 真实 表现 不 同 。 研 究 表明 ， 
身体 活动 受 限 的 狮 儿 会 出 现 一 定 程 度 的 睡眠 异常 ， 
如 睡眠 -清醒 模式 被 打 乱 ， 不 正常 的 睹 睡 和 注意 
下 降 等 。 虽 然 在 猕猴 上 没有 相似 的 研究 , 但 有 研究 
表明 , 猴 椅 限制 会 影响 到 猕猴 的 正常 行为 。 为 了 规 
避 这 些 睡 眠 研究 中 的 障碍 , 我 们 实验 室 经 过 不 断 地 



















































































































































































































































































































































































型 已 取得 重大 进展 。 非 人 灵 长 类 动物 会 自发 产生 

些 与 人 类 相似 的 疾病 , 如 老年 时 期 会 患 上 与 老年 人 
相似 的 神经 退行 性 疾病 , 像 阿 尔 效 海 默 病 (AD) 等 ， 
老年 猴 在 认 知 和 记忆 测试 中 的 表现 较 年 轻 猴 差 ， 老 





















































研究 改进 , 研究 出 了 一 种 可 以 同时 记录 脑 电 、 肌 电 、 
眼 电 等 睡眠 研究 所 需 参 数 的 记录 仪 , 该 记录 仪 体积 
较 小 (尺寸 5.2 cmX7.7 cmX4.0 cm), EER, PJ 
以 通过 手术 的 方式 埋 植 在 猕猴 的 头 部 ,而 且 记 录 仪 




































































年 猴 脑 内 还 会 出 现 神经 元 变性 、 神 经 元 轴 突 和 树 突 
异常 ,在 神经 元 胞 体 、 近 端 树 突 和 轴 突 中 还 会 出 现 
淀粉 样 蛋白 沉积 ,与 老年 班 中 和 血管 周围 的 B 淀粉 
肽 沉积 共同 存在 。 老 年 猴 还 会 出 现 某 些 神 经 递 质 通 
路 的 退化 , 如 基底 前 脑 的 乙酰 胆 碱 系统 ， 这些 神经 
递 质 的 异常 是 导致 老年 动物 认 知 和 记忆 能 力 下 降 
的 因素 之 一 (Price et al, 1991)。 除 了 天 然 发 生 的 疾病 ， 
在 经 过 特定 的 人 工 诱导 , 如 药物 损伤 、 转 基因 、 手 
术 损 伤 或 自身 免疫 损伤 等 方法 处 理 之 后 , 非 人 灵 长 
类 动物 可 以 被 诱导 出 许多 与 人 类 疾病 相似 的 病理 





































































































不 会 对 猕猴 的 正常 活动 和 生理 状态 造成 影响 。 与 传 
统 的 睡眠 记录 方式 相 比 ， 该 记录 方法 具有 以 下 优 
3». 1!) 睡 眠 记录 仪 自 带 小 型 的 电 生理 记录 和 存储 设 
备 , 不 存在 记录 线 对 猕猴 自由 活动 的 限制 ， 2) 可 以 
稳定 记录 上 自由 活动 猕猴 每 天 24 h 的 清醒 -睡眠 状态 
长 达 半 个 多 月 ; 3) 记 录 到 的 数据 与 用 以 往 方法 记录 
到 的 数据 具有 可 比 性 ， 可 以 较真 实地 反映 动物 的 睡 
卢 状 态 。 利 用 这 种 方便 有 效 的 实验 手段 , 我 们 实验 
室 已 经 建立 起 完备 的 研究 非 人 灵 长 类 动物 睡眠 的 
实验 平台 ,可 以 对 猕猴 等 非 人 灵 长 类 动物 的 睡眠 进 
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1 期 陈 艳 梅 等 ， 非 人 灵 长 类 动物 模型 睡眠 研究 在 神经 精神 疾病 的 早期 诊断 和 药 效 评价 中 的 作 89 





行 深入 研究 。 
6 ”小 结 与 展望 


非 人 灵 长 类 动物 与 人 类 相似 的 睡眠 模式 和 疾 
病 发 生机 理 , 使 其 成 为 一 种 理想 的 动物 模型 ， 可 以 
来 研究 疾病 与 睡眠 之 间 的 相互 关系 。 我 们 实验 室 
经 过 多 年 的 探索 , 已 成 功 建立 了 和 正在 建立 猕猴 的 
由 金 森 、 老 年 痴呆 、 抑 郁 症 等 疾病 的 动物 模型 ; 在 
猕猴 的 睡眠 研究 方面 , 我 们 也 具备 了 完善 的 实验 条 
件 和 实验 设备 。 上 文 已 经 提 到 ,抑郁 症 、 帕 金森 、 
早老 性 痴呆 症 等 疾病 在 发 病 之 前 都 会 出 现 某 种 程 
度 上 的 睡眠 异常 , 睡眠 异常 是 诸多 精神 性 或 神经 退 
行 性 疾病 发 病 的 早期 预警 因子 , 睡眠 异常 的 程度 还 
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以 作为 疾病 严重 程度 的 指标 等 。 因 此 , 通过 在 如 
立 动物 疾病 模型 的 过 程 中 同时 监测 动物 的 睡眠 状 
况 ,我 们 可 以 进一步 了 解 随 着 建 模 的 不 断 进行 ， 睡 
眠 异常 是 怎样 一 步 步 发 生 的 。 掌 握 这 一 点 后 , 我们 
就 可 以 通过 检测 睡眠 的 正常 与 否 来 判断 疾病 发 生 
的 可 能 性 及 疾病 发 展 的 进程 , 这 将 有 助 于 我 们 深入 
研究 睡眠 作为 疾病 早期 预 徇 因子 的 原理 ,为 人 类 疾 
病 的 早期 诊断 提供 可 靠 的 依据 。 在 出 现 睡 虐 异 常 这 
种 疾病 早期 预警 因子 之 后 , 通过 合适 的 手段 对 疾病 
进行 早期 干预 和 治疗 ,有 可 能 推迟 疾病 发 生 的 时 间 
或 把 疾病 的 发 生 过 制 在 萌芽 状态 ， 有 利于 疾病 的 控 
制 。 这 项 工作 , 对 于 人 类 精神 性 和 神经 退行 性 疾病 
的 早期 诊断 、 预 防 和 治疗 都 具有 重要 的 现实 意义 。 
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摘要 : 糖尿 病 是 继 心 血管 疾病 和 肿瘤 之 后 的 另 一 种 严重 危害 人 类 健康 的 
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(WHO) 报 道 , 2009 年 全 世界 约 有 2.2 亿 糖 尿 病 患者 。 对 糖尿 病 发 病 机 理 的 研究 、 预 防 和 诊断 、 治 疗 药物 的 筛选 和 





评价 都 需要 合适 的 动物 模型 。 在 已 报道 的 糖尿 病 动 物 模型 中 , 非 人 灵 长 类 动物 糖尿 病 病 程 、 病 症 与 人 类 的 ; 
最 为 相似 。 该 文 从 糖尿 病 动物 模型 的 来 源 归纳 ] 前 报道 的 主要 的 非 人 灵 长 奖 BB ACD CURL, 


















































BEAR ATS SIS PRIX BUG A UREHIE, 并 对 该 领域 的 发 展 提出 了 
关键 词 : 糖尿 病 ; 非 人 灵 长 类 动物 模型 ， 猕猴 ; BHO: 
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文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)01-0091-06 


Progress on nonhuman primate models of diabetes mellitus 


LIANG Bin ', WU Xiao-Yun 


(Key Laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms of the Chinese Academy of Sciences & Yunnan Province, 


Kunming Institute of Zoology, Kunming Yunnan 650223, China) 


Abstract: Diabetes is the third most severely chronic disease after cardiovascular disease and cancer. World Health 
Organization (WHO) estimated 220 million diabetes patients worldwide in 2009. The rational animal models of diabetes 
are necessary for understanding the mechanisms of diabetes, diagnosis and prevention of diabetes as well as screen and 
evaluation of new drugs for diabetes treatment. Compared to other animal models of diabetes, the causes and symptoms 
of diabetes of nonhuman primates is more like human diabetes. We here reviewed the reported nonhuman primate models 
of diabetes based on the sources they were generated; especially focused on three models, Macaca mullata, M. 
fascicularis, Tupaia belangeri. Furthermore, we discussed the perspective development of nonhuman primate models of 


diabetes mellitus. 


Key words: Diabetes; Animal models of nonhuman primates; Macaca mullata; Macaca fascicularis; Tupaia belangeri 





糖尿 病 是 一 种 严重 危害 人 类 健康 的 慢性 疾病 。 








2 22(World Health Organization, WHO) 
此 界 约 有 2.2 亿 糖 尿 病 患 者 , 2005 年 








有 超过 110 万 人 死 于 糖尿 病 。 预 计 2030 年 全 世界 
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总 糖尿 病 患者 达 9200 万 以 上 , 已 超过 印度 成 为 世 








座 患 者 将 达 3.6 亿 (Wildet al, 2004)。 我 国 糖尿 
CHEM 1980 年 的 0.67% 上 升 到 2004 年 的 














(Wu, 2006)。Yang et al(2010) 报 


RE 20 岁 以 上 人 和 群 总 体 糖尿 病 患 病 率 已 达 
9.7%, 糖尿 病 前 期 的 患 病 率 高 达 15.5%, 推算 我 国 









































界 上 糖尿 病 第 一 大 国 。WHO 估计 ，2006 一 2015 年 ， 
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糖尿 病 、 心 血管 病 、 中 风 等 会 造成 中 国 经 济 损失 高 
达 5580 亿美 元 。 

糖尿 病 是 在 遗传 因素 与 环境 因素 长 期 共同 作 
用 下 ,由 于 胰岛 素 相 对 或 绝对 缺乏 以 及 不 同 程度 的 
抵抗 所 引起 的 一 类 代谢 性 疾病 , 其 特点 是 血糖 浓度 
不 正常 升 高 。 糖 尿 病 通常 包括 1 型 (Type 1 diabetes 
mellitus, TIDM) 和 2 型 (Type 2 diabetes mellitus, 
T2DM)。 一 般 认 为 , 1 型 糖尿 病源 于 自身 免疫 系统 的 
亲 乱 ， 即 胰岛 内 分 泌 胰 岛 素 的 B 细胞 被 体内 免疫 系 
统 攻 击 而 凋 亡 ， 导 致 胰岛 素 的 缺乏 ， 患者 需要 注射 
胰岛 素 ,， 也 称 为 胰岛 素 依 赖 型 糖尿 病 
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(Insulin-dependent diabetes mellitus, IDDM) . 2 型 糖 
尿 病 则 是 一 种 典型 的 代谢 紊乱 ,常常 是 出 现 胰岛 素 
抵抗 (Insulin Resistance, IR) 和 胰岛 B 细胞 功能 失常 
引起 的 相对 胰岛 素 不 足 。2 型 糖尿 病 的 病因 非常 复 
AR, 主要 是 胰腺 BB 细胞 胰岛 素 分 泌 不 足 ， 以 及 肝脏 、 
肌肉 细胞 和 脂肪 细胞 不 能 有 效 地 响应 胰岛 素 而 发 
挥 正常 功能 ， 导致 胰岛 素 抵 抗 (Lin & Sun, 2010), 但 
具体 的 致 病 机 理 至 今 尚 不 清楚 。 临 床上 , 糖尿 病 患 
者 表现 高 血糖 ， 常 常 多 尿 、 多 饮 、 多 食 、 体 重 下 降 
(“三 多 一 少 ”)。1 型 糖尿 病 多 发 于 青少年 。1 型 糖尿 
病 患 者 起 病 较 急 ( 儿 周 或 者 儿 个 月 ), 病情 重 , 常 出 
现 糖尿 病 酮 症 酸 中 毒 。 2 型 糖尿 病 多 见于 中 老年 。 2 
型 糖尿 病 患 者 食欲 、 精 神 体 力 正常 、 多 体 胖 。 体 内 
胰岛 素 水 平 正常 或 偏 高 ,但 胰岛 素 的 敏感 性 降低 。2 
型 糖尿 病 患者 发 病程 度 比 1 型 轻 , 早期 几 年 无 明显 
症状 , 较 少 发 生 酮 症 , 但 后 期 易 出 现 心 血管 合并 
症 、 高 血压 、 神 经 病变 、 糖 尿 病 眼 病 、 糖 尿 病 肾病 
等 。2 型 糖尿 病 是 糖尿 病 的 最 主要 类 型 ， 占 糖尿 患 
者 群 的 90% 以 上 。 

研究 糖尿 病 的 发 病 机 理 、 寻 找 早期 预防 和 诊断 
手段 、 技 术 方 法 、 研 究 治疗 糖尿 病 药 物 的 作用 机 人 制 ， 
以 及 糖尿 病 新 药 的 第 选 和 评估 都 需要 合适 的 糖尿 
病 动物 模型 。 目 前 , 通过 自发 性 、 胰 腺 切除 、 食 物 
诱导 、 化 学 物质 诱导 、 遗 传 工程 等 多 种 方法 成 功 地 
创建 了 大 鼠 、 小 鼠 、 羊 、 免 、 犬 、 猴 等 糖尿 病 模型 
(Srinivasan & Ramarao, 2007)。 但 由 于 种 属 差异 的 关 
系 , 非 灵 长 类 糖尿 病 动物 模型 只 能 部 分 模拟 人 类 糖 
尿 病 病 症 。 非 人 灵 长 类 动物 由 于 和 人 类 更 加 接近 ， 
其 糖尿 病 模型 能 更 好 地 模拟 人 类 糖尿 病 的 病理 过 
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T5M. nigra). 4 SS(Tupaia belangeri) bh & 99s (Papio 
hamadryas)、 黑 猩猩 (Pan troglodytes)(Jones, 1974). 
台湾 猕猴 (WM. cyclopis)(Howard & Palotay, 1975)、 灰 
ži 9 (Mandrillus leucophaeus)(Howard & Palotay, 
1975)。 这 些 自发 性 的 糖尿 病 猴 模型 的 血糖 变化 、 病 
理 特征 等 与 人 类 2 型 糖尿 病 患 者 的 临床 症状 相似 ， 
如 自发 性 糖尿 病 多 见于 中 老年 肥胖 猴子 。 它 们 的 胰 
岛 素 水 平 下 降 , 血糖 浓度 持续 增高 、 糖 耐量 受 损 ; 
甘油 三 酯 增高 ， 脂 肪 代谢 紊乱 ; 尿 糖 升 高 ， 最 后 出 
现 酮 症 酸 中 毒 ; 视网膜 受 损 有 了 眼病 ; 胰腺 细胞 淀粉 
化 等 (Wagner et al, 2006)。 

90% 的 人 类 2 型 糖尿 病 患 者 中 上 共有 胰岛 细胞 演 
粉 样 沉积 (Cefalu, 2006)。 淀 粉 样 小 体 对 B 细胞 有 毒 
性 作用 , 能 诱导 p 细胞 的 凋 亡 (Lorenzo et al, 1994). 
胰岛 细胞 淀粉 样 变性 既 为 导致 2 型 糖尿 病 的 一 个 病 
因 ( 导 致 B 细胞 死亡 ), 也 是 2 型 糖尿 病 的 结果 (产生 
胰岛 素 抵 抗 )(Hoppener et al, 2002)。 在 报道 的 非 人 灵 
长 类 自发 性 2 型 糖尿 病 动物 ， 如 食 蟹 猴 、 猕 猴 、 台 
湾 猕 猴 、 独 独 、 灰 独 独 、 苏 拉 维 西 猴 等 胰岛 细胞 出 
现 淀粉 样 沉积 (Howard & Palotay, 1975; Palotay & 
Howard, 1982; Lorenzo et al, 1994; Ramarao & Kaul, 
1999; Kim et al, 2005; Arslan et al, 2007)。 

1.1 猕猴 (Macaca mullata) 

BARE T IHOK Bie, 分 布 于 印度 、 也 加 拉 国 、 
巴基斯坦 、 尼 泊 尔 、 缅 旬 、 泰 国 、 阿 富 汗 、 越 南 、 
中 国 南 部 地 区 等 。 猕 猴 被 广泛 用 于 生物 医学 研究 ， 
2000 年 ， 猕猴 Tetra 成 为 第 一 个 被 克隆 的 非 人 灵 长 
类 动物 , 2001 年 ,获得 了 第 一 个 转基因 猕猴 ANDi。 
2007 年 ,猕猴 的 基因 组 完成 测序 (Pennisi,，2007a,b)， 





























































































































































































































































































































程 ， 有 利于 寻找 更 加 有 效 的 早期 诊断 和 预防 糖尿 病 
的 方法 和 技术 手段 ， 同 时 大 大 降低 新 药 研 发 的 风 
险 。 因 而 , 非 人 灵 长 类 糖尿 病 动物 模型 ， 受 到 广大 
生物 医学 研究 者 的 重视 和 欢迎 。 非 灵 长 类 糖尿 病 动 
物 模型 已 有 很 多 综述 ， 而 非 人 灵 长 类 糖尿 病 模型 的 
综述 很 少 。 本 文 根 据 非 人 灵 长 类 动物 糖尿 病 模 型 的 
来 源 综述 了 目前 已 报道 的 主要 非 人 灵 长 类 糖尿 病 
动物 模型 分析、 比较 它 们 各 自 糖 尿 病 的 特征 和 优 
缺点 。 


1 自发 性 非 人 灵 长 类 糖尿 病 模型 
































































































































它 与 人 类 的 基因 组 相似 性 高 达 93%(Gibbs et al, 
2007; Pennisi, 20072). 

与 人 类 2 型 糖尿 病 常见 于 中 老年 一 样 ， 大 多 数 
报道 的 猕猴 自发 性 糖尿 病 发 生 在 中 老年 猕猴 上 ， 如 
Kim et al (2005) 发 现 15 只 肥胖 的 老年 猕猴 有 自发 性 
的 2 型 糖尿 病 。 这 些 猕 猴 喂 给 实验 室 食物 ,多 年 后 
呈现 肥胖 ,胰腺 p 细胞 逐步 受 损 ， 胰岛 素 水 平 下 降 , 
多 年 高 血糖 , 最 后 发 展 为 2 型 糖尿 病 , 具 高 血糖 和 
胰岛 素 抵抗 症状 。 它 们 的 视网膜 多 形 核 白细胞 数目 
与 糖尿 病 的 发 病程 度 正 相关 。 另 外 , 1 例 自发 性 的 2 
型 糖尿 病 猕猴 也 是 中 老年 、 肥 胖 ， 具 眼病 , 高 血压 、 






















































































































































































目前 ， 已 经 报道 的 自发 性 非 人 灵 长 类 糖尿 病 动 
47 p FY E CE S BHR (Saimiri sciureus). & BE WE 
(Macaca fascicularis), (MM. mulatta)、 苏 拉 维 西 























高 脂 、 高 胆固醇 ， 低 HDL， 部 分 失明 (Johnson et al, 
2005). 1 只 22 岁 老龄 肉 性 糖尿 病 猕猴 周围 视神经 
病变 症状 与 人 类 糖尿 病 并 发 症状 症状 非常 相似 















































1 期 


(Cornblath et al,1989)。 Wang et al(2004) 米 


Ax 


斌 等 ; 非 人 灵 长 类 糖尿 病 动物 模型 研究 进展 
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尿 ; 
龄 猕猴 群 (8 一 11 岁 ) 中 筛选 出 了 3 只 














朝 测 试 方法 ， 从 正常 饲养 的 100 
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尿 病 (Szkudelski, 2001). 














发 性 糖尿 病 

















猕猴 ， 其 发 ; 


et al (2006) 在 人 工 正常 饲养 的 猕猴 群 中 发 现 
龄 为 10 岁 ， 


子 。 
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元 率 与 人 类 糖尿 病 发 病 率 很 类 似 ; He 
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状 类 似 人 类 的 2 型 糖尿 ; 





HER, BAT 


REIRE 3E 7) p T ZR A NE HR DS, 
i d eHEUS US, MARR. TE 
于 医学 研究 ， 如 神经 生物 学 和 病毒 
Jones (1974) 报 道 ， 从 300 只 饲 喂 高 果糖 
发 现 3 只 8 岁 以 上 的 食 蟹 后 具有 
ER HEARDE KIA JE 
PEAK (Tanaka et al, 1986; 














因为 喜欢 在 
































腺 细胞 死亡 ,胰岛素 合成 减少 ， 
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引发 糖 


STZ 造 模 稳定 、 快 速 , 种 





了 大 





属 选择 性 不 强 、 组 织 毒 性 相对 较 小 等 ， 
广泛 地 应 用 来 创建 糖尿 病 动物 模型 。 利 


BU Eih Dio HEBR. fe. AASEHERSZSZ] 


因而 STZ 被 
用 STZ 建立 





OBE RIG AVA. REIR BERI IE A RAR 


病 模型 。STZ 在 不 同 动物 ， 
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有 道中 











尿 病 所 需要 的 剂量 不 尽 相 同 。 目前 报道 的 STZ 诱导 





























的 非 人 灵 长 类 动物 糖尿 病 为 1 型 糖尿 ; 
腺 细胞 的 异种 移植 受 体 。 


24 5 猴 
最 早 Mintz et al (1972) 利 
We, 这 些 糖尿 病 猕 猴 出 现 多 饮 、 























Yasuda et al, 1988; Ishizaka et al, 2003; Wagner et al, 








2010); 但 Bagdade et al (1995) 报 道 ， 
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REM 
其 他 ， 如 








PEAR ES, MIRK! 
LDL. HDL 含量 没有 发 生 明 显 变化 。 

















13 tea (Tupaia belangeri) 


PR tid Sb FE RRS Ba, 
ARTI] 7} SHH R TEA fü 
RAMA FIN H (Scandentia), 属 
本 文 把 它 暂 时 列 入 非 人 灵 
(100—250 g), ZIRH, EKE, ADT 
在 生物 进化 史上 更 接近 人 类 等 优点 ， 早 在 20 世纪 
于 医学 实验 的 而 








70—80 年 代 就 
一作 为 人 类 疾病 动物 模型 I 
粒 体 基因 组 和 低 覆 盖 率 (2X) 基 
al, 2000). PEW AA ELA 











除了 甘油 三 
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生长 于 热带 和 亚热带 地 区 。 
XE, 但 目前 认为 树 哆 是 
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长 类 动物 。 





于 其 体型 小 
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近 几 年 来 , 树 














EAC El 





广泛 的 重视 ， 其 
因 组 已 有 (Schmitz et 











线 














发 性 ; 

















AE. Bi. 


内 障 等 


























理学 检查 显示 胰 

















代替 ， 这 与 人 类 和 


RIA, XE 1966 年 就 
被 Rabb et al (1966) X95], KLE PM RT ET ae A tid 
0 人 类 糖尿 病 的 表 型 一 致 ， 病 
腺 小 岛 的 B 细胞 缺失 , 被 纤维 细胞 
DOS BI ACI LEER ALL. 











2 BUE (streptozotocin, STZ)iS 5 





t Hk Ve E 38 (streptozotocin, STZ), 
-2-(3- 亚 硝 基 脲 )-D- 吡 喃 糖 ， 
够 特异 性 损伤 胰腺 细胞 而 被 广泛 地 应 
尿 病 动物 模型 。STZ $k p AM 


尚 不 清楚 ，STZ 可 能 通过 胰腺 p AHH 
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包 中 高 表达 的 站 





种 葡萄 糖 类 似 物 ， 
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2(GLU2) 进 入 到 用 

















胞 ,引起 DNA 
的 烷 基 化 ， 导 致 活性 氧 (ROS) 产 生 和 NO FE DNA 











mg/kg STZ 能 诱导 ; 
导致 胎儿 高 
Takimoto et al (1988) 也 利 月 


注射 诱导 

















于 STZ HS 





糖 。Kemnitz et al (1985) 等 发 ] 
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糖尿 病 猕猴 。 
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] STZ Vs SB RIAL 
多 尿 、 多 食 和 高 血 
岗 给 猕猴 注射 30 一 45 
并 且 怀 孕前 注射 STZ 会 
肺 糖 原 浓 度 升 高 。 
日 相似 浓度 的 STZ 静脉 




















MEH, maze STZ 很 易 导 致 








造 模 动物 死亡 。STZ 诱导 的 糖尿 病 猕猴 多 年 后 会 出 
现 眼 和 肾 的 病变 (Jonasson et al, 1985; Tso et al, 

















1988; Buchi et al, 1996)。 在 STZ 剂量 和 毒性 
Shibata et al (2002) 给 成 年 猕猴 注射 100、125、15 
mg/kg STZ, 发 现 100 mg/kg STZ 不 











hy. 535 





和 HRA; 5 HH 


























HE VS s LAE 
H 150 mg/kg STZ 注射 的 猕猴 发 展 为 糖 
h, 2 只 在 STZ 注射 7h 后 死亡 ,但 死因 
清 。125 mg/kg STZ 成 功 造 模 ， 空 腹 时 检测 不 到 胰岛 


方面 ， 





^m c 

















不 





素 水 平 。125 mg/kg 浓度 的 STZ 没有 导致 猕猴 死亡 ， 
视觉 组 织 和 肝 组 织 没 有 损伤 或 者 很 小 。 
2.2 Be 

Xu et al (2009) Ail Theriault et a (1999) 都 报道 给 
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REIREI STZ 可 以 成 功 诱导 糖尿 病 。Litwak et al 


8 只 食 蟹 猴 静 脉 注射 30 mg/kg STZ, 诱导 























糖尿 病 猴 中 有 7 


) 高 血糖 的 影 


只 需要 胰岛 























糖尿 病 猴子 的 餐 前 
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与 对 照 猴 子 相 比 ,所 有 





和 糖化 1 














1 红 和 蛋白 值 都 明显 
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素 合 量 下 降 。 长 期 高 
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时 尿 病 猴 子 葡 萄 糖 耐 量 试验 反应 异常 胰岛 
糖 增加 了 LDL 在 血管 沉积 
和 动脉 粥 样 硬化 。Litwak et al (1998a) 认为 增 大 的 
动脉 粥 样 硬化 可 能 是 由 于 
1 糖 对 动脉 的 直接 影响 。 





白 的 改变 或 者 是 高 





Koulmanda et al (2003) 分 析 了 不 同 剂 量 的 STZ 
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对 食 蟹 猴 的 影响 ,寻找 能 诱导 糖尿 病 但 毒害 最 小 的 
STZ 剂量 。 他 们 把 24 HUE EA RNA, 第 一 组 有 
4 只 , 注射 100 mg/kg STZ; 第 二 组 20 只 , 注射 55 
mg/kg STZ。 两 组 动物 注射 STZ 24 h 后 都 发 展 为 糖 
尿 病 。 高 剂量 STZ 注射 的 动物 几 分 钟 内 出 现 短暂 哎 
叶 ， 第 一 周 后 , LFTs、 尿素 氮 和 肌 醋 升 高 。 与 此 相反 ， 
低 剂量 STZ 注射 的 动物 有 时、 肾 功 能 正常 。 组 织 病理 
学 分 析 表 明 , 高 剂量 STZ 导致 脏 、 肾 小 管 损伤 ; 而 
低 剂 量 STZ 注射 的 动物 时、 肾脏 组 织 正 常 。Wu et al 
(2009) 认为 低 剂量 的 STZ (55mg/kg) 成 功 地 诱导 出 
最 小 的 肝 、 肾 毒性 的 食 蟹 猴 糖 尿 病 。 他 们 还 发 现 STZ 
诱导 的 年 幼 的 糖尿 病 猕 猴 发 育 迟 缓 , 活动 比 正常 对 
照 多 。 
2.3 树 B 

Ishiko et al (1997) 和 Xian et al (2000) 初 步 报道 ， 
利用 不 同 浓度 的 STZ 可 以 诱导 树 购 患 糖尿 病 。 我 们 
的 初步 研究 也 表明 ,多 次 小 剂量 STZ (60-80 mg/kg) 
和 一 次 大 剂量 (90~120 mg/kg) 能 够 导致 树 网 糖尿病 
(结果 尚未 发 表 )。 人 类 2 型 糖尿 病 患者 和 非 人 灵 长 









































































































































类 2 型 糖尿 病 动物 的 胰腺 其 有 胰岛 细胞 淀粉 样 沉 积 ， 

















Wagner et al (2001) WESE, STZ 5 SMH RIG BR 
并 没有 淀粉 样 沉 积 症状 , 但 Xian et al (2000) 用 
STZ 诱导 的 糖尿 病 树 哆 淀粉 染色 呈 阳 性 ，, 是否 是 胰 
岛 细胞 演 粉 样 沉积 需要 进一步 证 实 。 


3 STZ 和 胰腺 切除 


F STZ 的 毒 副 作用 , Qiao et al (2009) 和 Jin et 
al (2010) 结 合 STZ 和 胰腺 部 分 切除 手术 诱导 猕猴 糖 
PRI, 降低 STZ 的 毒性 ,提高 糖尿 病 模型 的 稳定 
YE. Æ Jin et al (2010) 研究 中 , 他 们 把 13 只 猕猴 4 
为 两 组 , 一 组 有 9 R, 每 3 只 猕猴 分 别 注射 80、100 
和 120 mg/kg 的 STZ; 另外 一 组 4 上 只 ,切除 70% ~ 
75% 的 胰腺 ， 同 时 注射 低 剂 量 STZ (15 mg/kg). 这 两 
组 猕猴 都 发 展 为 糖尿 病 , 第 一 组 猴子 中 ， 高 剂 
STZ 处 理 后 的 猴子 出 现 肝 、 肾 损伤 ; 低 剂量 STZ (80 
mg/kg) 发 病症 状 轻 ， 后 期 出 现 转 阴 。 第 二 组 中 ,猕猴 
的 肝 肾 生化 指标 正常 ， 并 发 症 很 轻 。 同 样 , Qiao et al 
(2009) 等 把 4 只 狂 猴 分 为 两 组 , 一 组 2 只 , 第 一 组 进 
行 胰腺 全 部 切除 , 第 二 组 进行 75% 胰 腺 切除 ,然后 
给 以 小 剂量 STZ(15 mg/kg)。 这 些 方法 都 能 诱导 1 
型 糖尿 病 , 但 部 分 胰腺 切除 加 小 剂量 STZ 诱导 的 糖 
尿 病 模型 比 全 部 胰腺 切除 或 者 高 剂量 诱导 的 糖尿 
病 模型 更 稳 、 副 作用 更 小 。 
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4 食物 诱导 非 人 灵 长 类 糖尿 病 模 型 


Wagner et al (2006) 给 45 只 食 蟹 猴 饲 喂 高 碳水 
化 合 物 和 低 胆 回 醇 的 食物 [18% 和 蛋白 、22% 的 脂肪 、 
60% 人 碳水 化 合 物 (果糖 含量 达 20%)]。 昌 然 大 部 分 食 
蟹 猴 的 空腹 血糖 值 保持 正常 , 但 糖 耐 量 检 测 发 现 ， 
其 血糖 浓度 和 胰岛 素 含量 在 个 体 中 的 差别 很 大 。 那 
些 具 高 胰岛 素 (Hyperinsulinemic，HD 的 8 只 猴子 或 
者 糖 耐 量 受 损 (impaired glucose tolerant, IGT)f 10 
只 猴子 空腹 血糖 浓度 和 胰岛 素 含 量 显著 地 升 高 。 同 
时 具有 高 血糖 和 糖 耐 量 受 损 的 5 只 猴子 (HI+IGT) 出 
现 肥 胖 ,体重 比 对 照 组 猴子 多 40%, 这 组 猴子 的 鹿 
素 谊 度 也 高 。 与 正常 食物 饲 喂 的 其 他 猴子 相 比 ,所 
有 上 述 猴子 具 高 血脂 和 低 HDLC, 其 中 HIHIGT 组 
猴子 的 值 最 高 。 一 年 后 , 10 只 IGT 猴子 中 的 1 只 和 
5 只 HIHGT 猴子 中 的 3 只 发 展 为 糖尿 病 。 


5 小 结 和 展望 


在 非 灵 长 类 动物 中 , 无 论 是 自发 性 、STZ 化 合 
物 诱导 、 基 因 突 变 、 或 者 其 他 途径 获得 的 糖尿 病 模 
型 都 有 1 型 和 2 型 糖尿 病 动物 模型 的 报道 。 目 前 报 
TEA STZ 诱导 、STZ+ 胰 腺 切除 等 途径 获得 的 非 人 
灵 长 类 糖尿 病 模型 为 1 型 糖尿 病 。 所 选用 动物 主要 
是 猕猴 、 食 蟹 猴 和 树 哆 。 这 些 模型 对 研究 1 型 糖尿 
病 的 发 病 机 理 、 治 疗 ( 如 细胞 移植 ) 等 提供 了 很 好 的 
糖尿 病 动物 模型 。 但 造 模 所 用 的 STZ 剂量 即使 在 后 
一 物种 上 ， 不 同 研究 报道 也 不 尽 相 同 。 高 剂量 STZ 
会 引起 造 模 动 物 死亡 , 低 剂 量 STZ 难于 成 模 , 或 者 
成 模 后 很 快 就 转 了 明 。 另 外 , STZ 注射 方式 (腹腔 、 静 
脉 注射 ) 等 对 造 模 也 有 一 定 影响 ,因此 , 采用 STZ 造 
糖尿 病 动 物 模型 时 一 定 要 选用 适合 的 剂量 和 注射 
方式 , 一 方面 降低 STZ 的 毒 副作用 ; 另 一 方面 提高 
STZ 成 模 的 稳定 性 。 
在 已 报道 的 非 人 灵 长 类 动物 中 ， 自 发 性 或 者 高 
脂 高 糖 食物 诱导 的 糖尿 病 为 2 型 糖尿 病 。 自 发 性 非 
人 有 灵 长 类 动物 糖尿 病 在 多 种 猴子 上 都 发 现 ,其 发 病 
病程 、 症 状 无 明显 区 别 , 都 非常 类 似 于 人 类 的 2 型 
糖尿 病 ， 如 多 发 生 在 中 老年 猴子 上 , 高 血糖 、 胰 岛 
素 抵 抗 、 胰 腺 细胞 出 现 淀粉 样 沉积 等 。 胰 腺 细胞 淀 
粉 样 沉积 只 在 人 类 、 非 人 灵 长 类 、 猫 的 糖尿 病 中 发 
现 。 因 此 ， 自 发 性 的 非 人 灵 长 类 糖尿 病 模型 是 研究 
人 类 2 型 糖尿 病 发 病 机 理 、 寻 找 早期 预防 、 诊 断 与 
台 疗 的 方法 和 技术 、 进 行 糖尿 病 新 药 的 筛选 和 评价 
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1 期 p: 
的 最 佳 动物 模型 。 然 而 , 已 有 的 研究 往往 只 报道 、 





















































描述 了 非 人 灵 长 类 动物 糖尿 病 病症 , 对 发 病 机 制 未 












































作 深 入 研究 。 
由 于 2 型 糖尿 病 患者 占 糖 尿 病 患者 的 90% 以 上 ， 
预防 和 治疗 2 型 糖尿 病 是 首要 任务 。 虽 然 自 发 性 的 












































非 人 灵 长 类 动物 糖尿 病 病症 非常 类 似 人 类 2 型 糖尿 
病 , 但 自发 性 非 人 灵 长 类 糖尿 病 动物 非常 难得 ， 很 
难得 以 广泛 应 用 。 因 此 , 我 们 必须 寻求 其 他 方法 创 
££ 2 型 糖尿 病 非 人 灵 长 类 动物 模型 。(1) 可 以 通过 
食物 +STZ 创建 2 型 糖尿 病 非 人 灵 长 类 动物 模型 。 
Wagner et al (2006) 初 步 报道 了 高 脂 高 糖 食物 能 诱 
导 食 蟹 猴 糖尿 病 。 一 方面 , 我 们 可 以 进一步 改进 食 
物 配 方 ， 获 得 更 加 理想 的 糖尿 病 模型 ; 另 一 方面 ， 
可 以 结合 食物 和 STZ 共同 诱导 , 缩短 造 模 周 期 ， 寻 
找 更 理想 的 糖尿 病 模型 。 先 用 高 糖 高 脂 食 物 饲 喂 猴 
子 ,， 佐 于 合适 剂量 的 STZ 处 理 ; 或 者 STZ 处 理 在 先 ， 
随后 饲 喂 高 糖 高 脂 食 物 ， 最 终 获 得 理想 的 2 型 糖尿 
病 非 人 灵 长 类 动物 模型 。(2) 遗传 工程 。 独 猴 的 基 
因 组 已 被 测序 , 国内 外 已 获得 了 转基因 猕猴 (Niu et 
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al, 2010). FAL, 未 来 ， 可 以 利用 转基因 技术 ， 基 因 
敲 除 糖 尿 病 相关 基因 ， 获 得 2 型 糖尿 病 猕猴 (3) 树 
8] 2 型 糖尿 病 模型 。 猕 猴 、 食 奶 猴 等 非 人 灵 长 类 动 
物 不 仅 饲养 成 本 高 , 而 且 受 伦理 等 因素 限制 ,很 难 
得 到 广泛 应 用 。 因 此 ,寻找 新 的 、 合 适 的 小 型 低 等 
非 人 灵 长 类 动物 是 首选 。 树 网 作为 灵 长 类 动物 的 近 
杀 或 者 低 等 灵 长 类 动物 其 体型 小 , 成 熟 快 , 饲养 
成 本 低 , 可 以 快速 建 近 交 系 、 大 规模 饲养 , 是 一 种 
洪 在 的 新 型 人 类 疾病 动物 模型 。 树 网 自发 性 糖尿 病 
和 人 类 糖尿 病 相似 (Rabb et al, 1966), 而 且 STZ 注 
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fj s Se ERD BEE Dae Jos E 0] ED Ja AS AH JL BH E. (Xian et 
al，2000)。 能 和 否 通过 高 脂 高 糖 食物 、 多 次 小 量 STZ 


注射 、 高 脂 高 糖 食物 +STZ 共同 诱导 、 或 者 其 他 方 
法 ,如 开展 遗传 工程 等 创建 2 型 糖尿 病 树 购 模型 ， 
我 们 正在 开展 这 方面 的 研究 。 如 果 可 行 的 话 ， 这 不 
仅 将 推动 我 们 对 2 型 糖尿 病 发 病 机 理 的 了 解 ， 寻找 
早期 诊断 和 预防 措施 , 而 且 可 以 开展 糖尿 病 药物 的 
第 选 和 评价 ， 大 大 降低 糖尿 病 新 药 的 研发 成 本 和 风 
险 , 造福 于 人 类 糖尿 病 患 者 。 
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摘要 : 两 型 肝炎 病毒 (hepatitis C virus, HCV) 全 球 流行 、 危 害 严 重 ,合适 的 小 动物 模型 的 缺乏 严重 阻碍 了 药物 
和 疫苗 的 研发 。 该 文 介绍 丙 型 肝炎 危害 与 病毒 复制 特点 ， 以 HCV 入 胞 受 体 为 重点 , 通过 比较 现 有 两 型 肝炎 动物 模 
型 ， 从 分 子 水 平 探讨 树 移 作为 丙 型 肝炎 动物 模型 的 可 能 性 。 
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Progress in studies on HCV receptor of Tupaia as a 
potential hepatitis C animal model 


LI Yao!, DAI Jie-Jie?, SUN Xiao-Mei?, XIA Xue-Shan'" 


(1. Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming Yunnan 650224, China; 
2. Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Science & Peking Union Medical College, Kunming Yunnan 650018, China) 


Abstract: Hepatitis C virus is a prevalent and globally distributed human pathogen that seriously harmful to public 
health. However, the development of therapy and vaccine was impeded by the lack of suit small animal models. Herein, 
we introduce the characters of HCV replication. Taken the HCV cellular receptors as the viewpoint, the potentiality of 
tupaia as hepatitis C animal model is discussed at the molecular level by comparing of present animal model. 


Key words: Hepatitis C; Tupaia; Animal model; Receptor 














两 型 肝炎 病毒 (hepatitis C virus, HCV) 作 为 致 非 (Shimotohno, 2000; Poynard et al, 2003)。 由 于 疾病 的 
甲 、 非 乙 型 肝炎 的 主要 病原 体 (Choo et al, 1989), 到 ”全球 性 流行 和 高 度 慢性 化 致 病 过 程 ， 丙 型 肝炎 已 成 
1989 年 才 完 成 其 全 长 基因 组 测序 并 正式 命名 。 由 于 ”为 一 严重 危害 人 民 健 康 的 重大 疾病 。 
HCV 基因 组 结构 与 黄 病毒 类 似 ， 核 酸 序列 也 有 较 目前 , 对 丙 型 肝炎 病毒 最 有 效 的 治疗 方法 是 干 
高 的 同 源 性 ,将 其 分 类 为 黄 病 毒 科 (Lindenbach &  ” 扰 素 与 利 巴 韦 林 联 合 疗 法 , Am, 该 疗法 对 不 同 的 
Rice, 2001)。 已 确定 的 HCV 主要 传播 途径 有 血液 传 ” 基因 型 HCV 感染 者 的 治疗 反应 性 差异 很 大 , 医疗 
播 和 母 婴 传播 ， 有 研究 报道 HCV 也 可 通过 性 行为 ” 费用 高 ,并 有 部 分 用 药 者 表现 出 明显 的 副作用 ， 吸 
传播 , 并 可 能 存在 其 他 不 明 传 播 途径 。 据 WHO 报 ” 竺 研究 更 有 效 地 治疗 方法 (Locamini & Bartholomeusz, 
道 , 全 球 有 1.7~2 亿 HCV 感染 者 , 我 国 属 HCV 的 2002). 疫苗 是 保护 易 感 者 、 控 制 病毒 传播 的 最 有 效 
中 高 度 感染 区 ， 有 3800 一 4000 万 人 感染 HCV(Alter ”手段 , 但 由 于 对 HCV 感染 机 制 不 清楚 ,尤其 是 合适 
& Seeff, 2000), HCV 一 经 感染 , 75%~85% 急性 感 ”小 动物 模型 的 缺乏 ， 导 致 两 型 肝炎 疫苗 研制 受到 严 
染 者 发 展 为 慢性 丙 型 肝炎 ,慢性 感染 期 无 明显 临床 重 制 约 (Bartenschlager & Lohmann, 2001). 
症状 , 经 过 10~30 年 的 病程 进展 , 约 5% 的 慢性 丙 本 综述 围绕 HCV 感染 肝 细 胞 的 关键 分 子 一 一 
型 肝炎 患者 最 终 会 发 展 为 肝 硬 化 和 肝 细 胞 癌 受 体 ， 从 受 体 同 源 性 及 功能 相似 性 的 角度 ,探讨 树 
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REK W EUF K E A BE RE o 
1 HCV 复制 与 主要 细胞 受 体 


11 HCV 的 感染 与 复制 周期 
HCV 为 单 股 正 链 RNA 病毒 , 病毒 颗粒 直径 小 
于 80 nm， 中 心 为 致密 核 衣 壳 包 囊 的 单 股 正 链 RNA， 





























Wr 究 3235 


12 HCV 主要 受 体 

病毒 通过 赛 膜 蛋白 与 宿主 细胞 膜 表面 受 体 结 
是 病毒 感染 的 第 一 步 , 受 体 也 被 认为 是 决定 病毒 

感染 宿主 特异 性 和 组 织 特异 性 的 主要 因素 。 目 前 ， 

已 经 确定 在 HCV 病毒 感染 细胞 过 程 有 介 导 功能 的 

受 体 有 CD81、SR-BI、LDLr、Claudin-1、Occludin 
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(Lindenbach & Rice, 2001)， 是 病毒 与 细胞 膜 表 面 
体 结 合 的 主要 组 分 。 病 毒 基因 组 全 长 约 9.6 kb, 5' 站 
JEŽ X (non-translated region, NTO ARS 
对 HCV 基因 组 起 始 复制 作用 重要 。HCYV 基因 的 
放 读 码 框架 被 翻译 为 3010 个 氨基 酸 的 多 聚 蛋白 前 
体 (Choo et al, 1991), 在 宿主 和 病毒 编码 蛋白 酶 的 
k 同 作用 下 ,生成 3 种 结构 蛋白 (核心 蛋白 C、 包 膜 
蛋白 E1 和 E2) 和 6 种 非 结构 和 蛋白 NS2、NS3、NS4a、 
NS4b. NS5a 和 NS5b)(Bartenschlager & Sparacio, 
2007). 结构 蛋白 是 HCV 的 主要 组 成 部 分 (Hassan et 
al, 2009), 非 结构 蛋 白 在 HCV 基因 组 复制 过 程 中 有 
着 重要 作用 。HCYV 基因 组 3' 端 还 有 一 个 27~55 nt 
的 非 编码 区 (3NTR), 对 病毒 基因 组 复制 或 翻译 效 
率 有 重要 调节 作用 (Suzuki et al, 2007; Ebihara et al, 
2008)。 

目前 ,对 HCY 的 感染 与 复制 机 制 尚 不 清楚 ,但 
通过 与 HCV 相近 的 其 他 黄 病毒 科 的 病毒 感染 机 制 
比较 分 析 , 可 推测 知道 HCV 复制 周期 的 大 致 情况 
(Birke & FrancoisLoic, 2006). WAH HCV 首先 与 肝 
细胞 表面 的 特异 性 受 体 结合 , 在 肝 细 胞 表面 “抛锚 ” 
停 下 。 然 后 , 肝 细 胞 膜 将 病毒 包 于 起 来 ，“ 吞 ”入 
细胞 浆 内 。 病 毒 进 入 肝 细 胞 浆 后 ， 其 衣 壳 和 圳 膜 被 
包 庄 它 的 肝 细 胞 膜 融合 ,将 其 遗传 物质 RNA 和 非 
结构 蛋白 质 释放 到 胞 浆 内 。 病 毒 RNA 具备 mRNA 
的 所 有 功能 ,利用 宿主 细胞 的 核糖 体 翻译 合成 前 体 
蛋白 , 前 体 蛋 白 经 过 前 切 、 加 工 , 产生 各 种 结构 蛋 
白 与 非 结构 蛋 白 。 病 毒 RAN 在 自 有 依赖 RNA [f 
RNA 聚合 酶 的 催化 下 , 复制 出 多 个 互补 的 负 链 
RNA, 负 链 RNA 又 可 作为 合成 更 多 正 链 RNA 的 模 
板 。 肝 细胞 浆 内 新 合成 的 蛋白 质 和 正 链 RNA 一 起 ， 
组 装 为 病毒 颗粒 ,进入 胞 奖 的 空 泡 内 ,并 将 空 泡 
的 膜 覆 盖 与 表面 ,组 装 成 完整 的 病毒 颗粒 。 新 组 装 
成 的 病毒 颗粒 ， 以“ 出芽 ”的 方式 ， 从 肝 细 胞 释放 
出 去 (Denise et al, 2004; Bartenschlager & Lohmann, 
2000)。 丙 型 肝炎 病毒 就 这 样 周 而 复 始 ,不 断 感 染 新 
的 肝 细 胞 , 产生 更 多 的 病毒 。 
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等 分 子 。 
1.2.1 CD81 分 子 
CD81 基因 组 DNA 由 8 个 外 显 子 和 7 个 内 含 子 
组 成 , 全 长 为 1500 bp, 位 于 人 第 11 号 染色 体 上 。 
CD81 的 cDNA 含有 惟一 的 开放 读 码 框架 ,编码 23 
个 氨基 酸 (Levy et al, 1998)。CD81 是 一 种 非 糖 基 化 
REA, 属于 四 次 跨 膜 蛋白 超 家 族 (transmembrane-4 
superfamily, TM4SF)， 由 4 个 跨 膜 区 、2 个 胞 外 区 和 
2 个 胞 浆 内 末端 组 成 。CD81 的 两 个 膜 外 区 是 HCV 
病毒 吉 膜 蛋白 结合 的 主要 位 点 ， 其 中 胞 外 小 环 有 28 
个 氨基 酸 残 基 , 序列 高 度 保守 ; 胞 外 大 环 (LEL) 有 
80 个 氨基 酸 残 基 , 物种 间 差 异 较 大 。 胞 外 大 环 中 的 
高 变 区 EC2 也 是 HCV 膜 蛋 白 E2 结合 的 位 点 
(Higginbottom et al, 2000), 主要 体现 CD81 感染 的 
种 属 特异 性 。 有 报道 发 现 , 胞 外 小 环 的 含有 4 个 保 
守 半 胱 氨 酸 形成 的 2 个 二 硫 键 , 还 原 条 件 所 引起 二 
硫 键 就 被 破坏 ， 可 导致 CD81 4) FIERA HCV ÆR 
结合 的 能 力 。 因 此 , Tseng et al (2001) 认 为 胞 外 小 环 
对 CD81 正常 结构 的 维持 和 功能 的 发 挥 也 是 必需 的 。 
最 早 ， 由 于 发 现 分 泌 表 达 的 HCV E2 可 以 与 细 
胞 表面 蛋白 CD81 相 结合 ， 从 而 推断 CD81 可 能 是 
HCV 受 体 (Piled et al, 1998)。 在 此 启示 下 , Meola et 
al(2000) 对 CD81 在 HCV 的 入 胞 过 程 中 的 作用 进行 
了 实验 验证 : 将 CD81 表达 载体 转 入 HepG2 细胞 ， 
使 其 获得 了 对 HCVpp 的 易 感性 ,CD81 抗体 可 阻 断 
至 少 90% 的 HCVpp 感染 ，CD81 特异 性 siRNA 使 
CD81 表达 下 调 70965206 F, HCVpp 感染 被 阻 断 。 
病毒 与 CD81 结合 ， 主 要 通过 E2 糖 蛋白 的 关键 位 点 
(420—535 位 ) 实 现 ， 糖 基 化 情况 及 正常 蛋白 结构 是 
影响 结合 的 主要 因素 (Tan et al, 2003; Chen & He, 
2003)。 
1.2.2 SR-BI 受 体 
SR-BI 受 体 又 称 B 类 I 型 清道 夫 受 体 , 其 基因 
组 位 于 人 12 号 染色 体 上 ,长度 约 为 7.5 kb, 编码 509 
个 氨基 酸 组 成 的 细胞 表面 糖 蛋白 ， 其 相对 分 子 质 量 
约 为 54 k, 包括 2 个 短 胞 质 域 、2 个 跨 膜 区 以 1 个 
膜 外 区 (Kapadia et al, 2007; Connelly & Williams, 
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2004). Scarselli et al (2002) 发 现 不 同 基因 型 HCV 的 
E2 蛋白 均 能 够 与 不 表达 CD81 的 HepG2 细胞 结合 ， 
说 明 除 CD81 外 还 有 其 他 分 子 可 介 导 HCV 感染 细 
胞 。 进 而 , 用 免疫 沉淀 及 Western blot 法 发 现 可 与 
HCV 特异 结合 的 SR-BI 分 子 。 同时, 表达 SR-BI 的 
CHO 细胞 也 能 够 被 E2 结合 ,并 进一步 证 实 SR-BI 
在 HCV 感染 过 程 中 可 能 起 重要 作用 。Grove et al 
(2007) 研 究 发 现 , HVR1 抗体 和 SR-BI 对 E2 的 高 度 














































































































SR-BI 的 协助 完成 (Monazahian et al, 2000)。 
1.24 Claudin-1 受 体 

Claudin 属于 一 个 多 基因 家 族 , 目前 已 发 现 20 
种 Claudin X à, 是 相对 分 子 质量 为 22~27 k 的 跨 
膜 蛋 白 。 该 蛋白 由 4 个 琉 水 的 跨 膜 区 、2 个 胞 外 环 
和 3 个 包 内 区 域 组 成 -Claudin 蛋白 的 胞 外 环 对 于 细 
胞 间 紧 密 连 接 条 带 形成 和 细胞 对 离子 通 透 的 选择 
性 具有 重要 作用 。Claudin-l 是 Claudin 家 族 成 员 之 






































































































































可 变 区 1 (GHVRDL) 的 竞争 性 结合 表明 ，SR-BI 和 与 
HCV 的 主要 结合 位 点 在 吉 膜 蛋白 2 的 高 变 区 1 
(HVR1). 

SR-BI 是 一 多 配 体 受 体 , 可 与 包括 HDL, LDL, 
VLDL 在 内 的 多 种 脂 蛋 白 结 合 , 并且 还 可 与 p 淀粉 
状 蛋 白 和 马 来 酰 牛 血 清 蛋 白 结 合 (Varban et al, 
1998). LDL 通过 与 SR-BI 结合 ,完成 受 体 介 导 的 细 
BATEN, 最终 进入 细胞 为 溶 酶 体 所 降解 。 SR-BI 
可 选择 性 地 摄取 HDL 中 的 脂 质 并 且 把 无 脂 质 HDL 
释放 入 细胞 外 ， 此 一 转 脂 过 程 也 增强 了 HCV 的 入 
侵 作 用 。SR-BI 与 多 种 脂 和 蛋白 的 结合 和 介 导 入 胞 ,， 提 
示 SR-BI 也 能 够 介 导 脂 蛋 白 相 关 结 合 物 进 入 细胞 ， 
可 能 参与 HCV 5 SRAM LAS BABA IN 

Bartosch & Cosset (2006) 研 究 发 现 ，CD81 和 
SR-BI 的 同时 存 是 HCVpp 感染 肝 细 胞 的 必要 条 件 ， 
但 同时 表达 CD81 和 SR-BI 的 非 肝 源 性 细胞 不 能 被 
HCVpp 感染 , 提示 HCV 感染 肝 细 胞 可 能 需要 
CD81. SR-BI 及 某 些 肝 特 异性 因子 的 共同 参与 。 
1.223 LDLr 

低 密 度 脂 蛋白 受 体 (low density lipoprotein 
receptor, LDLD， 是 一 种 细胞 表面 糖 蛋 白 ， 其 相对 分 
质量 为 115 k, LDLr 前 体 由 860 个 氨基 酸 残 基 组 
， 经 过 加 工 后 的 LDLr 具有 839 个 氨基 酸 ， 整 个 
质 结构 可 分 为 5 个 区 域 : 配 体 结合 结构 域 .EGF 
前 体 结构 域 、 含 糖 基 结构 域 、 跨 膜 结 构 域 、 胞 浆 结 
构 域 (Molina et al, 2007; Wiinschmann et al, 2006)。 

对 于 LDLr 的 促进 HCYV 感染 细胞 的 机 制 , 目前 
尚 不 明确 , 但 初步 认为 细胞 膜 上 的 LDLr 主要 结合 
LDL, 间接 介 导 HCV 感染 细胞 (Andréo et al, 2007). 
HCV 首先 与 血浆 中 低 密 度 脂 蛋白 结合 ， 利 用 它们 
与 对 细胞 表面 的 LDLr 相互 作用 进入 细胞 
(Wünschmann et al, 2006). LDLr 的 抗体 以 及 载 脂 蛋 
É B 抗体 能 抑制 HCV 对 细胞 的 入 侵 ,， 进 一 步 说 明 
LDLr 在 HCV 的 感染 机 制 中 起 到 至 关 重 要 的 作用 ， 
但 LDLr 对 HCV 感染 的 介 导 作用 需要 CD81 和 
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， 表 达 于 所 有 上 皮 细 胞 中 , 在 肝脏 细胞 的 表达 量 
最 高 (Evans et al, 2007)。 研 究 证 实 , Claudin-1 是 HCV 
入 胞 所 需 的 必要 蛋白质 , HCV 先 通过 特定 的 受 体 结 
合 于 肝 细 胞 上 ， 然 后 与 Claudin-l 蛋白 结合 ,利用 
胞 的 内 吞 作用 进入 细胞 内 。 尽 管 对 Claudin-l 介 
HCV 感染 的 细节 还 不 清楚 , 但 Claudin-l 受 体 被 敲 
除 , 会 导致 细胞 对 HCYV 的 易 感性 大 大 降低 。 研 究 进 
— 15 RAN, Claudin-l 在 HCV 与 CD81 结合 后 ， 对 病 
毒 入 胞 过 程 起 到 明显 的 促进 作用 ，Claudin-l 可 能 参 
与 HCV 的 免疫 逃逸 (Evans et al, 2007; Blackard et al, 
2006)。 

1.2.5 Occludin 受 体 
跨 膜 蛋 白 Occludin 是 2009 年 新 发 现 的 可 介 导 
HCV 入 胞 的 紧密 连接 蛋白 受 体 ， 其 相对 分 子 质 量 
约 为 60k, 含有 4 个 跨 腊 区。 由 于 是 新 发 现 的 受 体 ， 
H, 
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对 该 受 体 认识 还 处 于 初期 ， 只 知道 Occludin 会 与 
HCV 的 E2 作用 , 在 HCV 和 CD81 等 其 它 受 体 结合 
后 协同 介 导 HCV 入 胞 (Alexander et al, 2004; 
Thomas, 2009). 

目前 , 我 们 对 HCV 细胞 受 体 及 其 介 导 病毒 感 
染 机 制 的 了 解 并 不 透彻 ， 同 时，HCV 的 入 胞 过 程 并 
不 是 某 一 个 受 体 所 能 完成 的 ， 而 是 多 种 受 体 及 其 复 
合 物 共同 完成 ,但 是 , 已 有 受 体 在 HCV 入 胞 过 程 中 























































































































都 起 到 一 定 作 用 , 不 同 物种 HCV 受 体 同 源 性 的 
究 对 发 现 、 开 发 新 的 两 型 肝炎 动物 横 型 上 共有 重要 





2 两 型 肝炎 的 动物 模型 


自从 HCV 的 发 现 之 初 ， 缺 乏 有 效 的 HCYV 体外 
培养 体系 和 合适 的 动物 模型 ,一 直 阻 碍 着 对 HCV 
研究 的 深入 。Wakita et al (2005) 获 得 急性 丙 型 肝炎 
患者 HCV 全 序列 ,建立 了 HCV 全 基因 组 复制 子 系 
统 , 实现 了 HCYV 体外 培养 ,并 可 高 效 产生 感染 性 病 
毒 颗 粒 。 美 国 Rice 和 Chisari 的 两 个 研究 组 在 特定 
的 细胞 系 中 获得 全 序列 HCV 基因 组 的 表达 及 感染 













































































100 动 物 学 


性 HCV BURL, HCV 的 体外 培养 问题 得 到 根本 性 解 
决 (Lindenbach et al, 2005; Zhong et al, 2005)。 合 适 
小 动物 模型 的 发 现 与 建立 , 成 为 HCV 研究 中 迫切 
需要 解决 的 问题 。 
理想 的 HCV 动物 模型 的 建立 ,不 仅 有 利于 丙 
型 肝炎 疫苗 的 研究 ， 同 时 对 深入 研究 两 型 肝炎 的 慢 
性 化 致 病 机 制 , 包括 研究 病毒 变异 特性 与 宿主 免疫 
应 答 规 律 等 具有 重要 意义 。 除 人 和 黑猩猩 是 HCV 
的 自然 宿主 外 ,至今 尚未 发 现 其 他 自然 动物 对 
HCV 易 感 Lanford et al, 1994). 现在 可 用 于 HCV 感 
染 的 动物 模型 包括 : 黑猩猩 、 猴 、 树 购 、 转 基因 鼠 
以 及 人 忌 柑 合 肝 模 型 等 (Carloni et al, 1993). 
2.1 黑猩猩 
黑猩猩 (Chimpanzee，Pan troglodytes) 是 目前 发 
现 除 人 以 外 ACV 的 惟一 自然 感染 动物 。HCY 在 黑 
猩猩 体内 引起 的 免疫 应 答 与 人 的 极为 相似 , HCV 可 
以 在 黑猩猩 体内 复制 ， 复 制 效率 与 在 人 体内 非常 相 
似 , 但 黑猩猩 对 HCYV 的 免疫 选择 性 压力 较 低 .因此 ， 
造成 的 可 检测 到 的 HCV 基因 变异 也 较 少 (Bassett et 
al, 1999), HCV 感染 黑猩猩 后 , 会 出 现 自 限 性 感染 
的 暂时 性 病毒 血 症 、 间 钦 性 病毒 血 症 和 持续 性 病毒 
症 三 种 情况 。 目 前 有 关 HCV 病毒 的 感染 与 复制 
特性 、 致 病 机 制 等 相关 领域 获得 的 重大 突破 ， 大 多 
以 黑猩猩 为 模型 完成 (Ray et al, 2000; Larsson et al, 
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差异 , TCL CD81 分 子 胞 外 大 环 第 182、184、 
186 及 196 位 的 氨基 酸 等 与 E2 结合 的 关键 位 点 , 与 
人 完全 不 同 导致 HCV 守 膜 蛋白 与 鼠 肝 细胞 的 结 
合力 大 大 下 降 ， HCV 对 自然 小 鼠 基 本 无 感染 性 
(Meuleman et al, 2005; Ploss & Rice, 2009)。 随 着 现 
代 生 物 技术 的 发 展 人们 可 通过 各 种 技术 手段 改造 
小 鼠 , 使 之 具有 与 人 相同 的 肝脏 组 织 环境 ,可 用 于 
HCV 的 研究 。 丙 型 肝炎 小 鼠 动 物 模 型 主要 有 转基因 
小 鼠 和 肝 移植 小 鼠 ， 前 者 是 将 HCV 的 基因 片段 转 
至 小 鼠 ， 使 其 在 小 鼠 体 内 表达 ， 从 而 得 到 转基因 小 
BU Al HCV = 3847) (Meuleman et al, 2005); 后 
者 人 肝 细 胞 的 移植 到 免疫 缺陷 小 鼠 ,， 使 之 拥有 人 的 
肝 环 境 和 免疫 系统 ， 如 白 蛋 白 - 尿 激酶 型 纤 溶 酶 原 
激活 物 / 严 重合 并 的 免疫 缺陷 疾病 (Alb-uPA/SCID) 
小 鼠 、 人 上 肝 钳 合 体 小 鼠 。 尽 管 这 些 类 型 小 鼠 建 模 所 
用 方法 不 同 , 但 目的 都 是 一 样 的 , 让 小 鼠 的 肝 组 织 
和 免疫 系统 能 模拟 人 的 肝 环 境 , 使 其 对 HCV AE 
(Chang et al, 2006), 但 由 于 鼠 与 人 之 间 的 较 大 物种 
差异 性 ,体内 环境 及 病理 机 制 差 异 的 固然 存在 ， 导 
致 鼠 要 作为 大型 肝炎 的 动物 模型 的 使 用 范围 受到 
较 大 限制 。 
2.4 树 吻 作为 两 型 肝炎 模型 的 可 能 性 
树 斋 (Tupaia belangeri, tree shrew) 是 形似 松鼠 
的 小 型 哺乳 动物 ， 主 要 分 布 于 亚洲 东南 部 的 热带 和 
































































































































































































































2004), 但 由 于 全 球 黑猩猩 资源 匡 乏 , 研究 费用 昂 
贵 。 男 外， 由 于 黑猩猩 为 人 类 “ 近 杀 ”的 道德 伦理 
问题 , 黑猩猩 作为 雁 型 肝炎 动物 模型 的 应 用 受到 严 
重 限制 。 
2.2 HRA 

与 人 类 亲 源 关系 相近 的 另外 一 种 灵 长 类 动物 
一 一 猴 类 , 在 艾滋 病 等 其 他 人 类 病毒 性 疾病 研究 的 
应 用 较为 广泛 , 但 有 关 猴 类 作为 HCV 的 动物 模型 
的 研究 报道 并 不 多 见 。 主 要 原因 在 于 HCV 对 不 同 
种 类 猴子 感染 的 稳定 性 差 , 感染 后 致 病 效 果 和 临床 
症状 不 明显 ， 猴 能 和 否 成 为 HCV 的 动物 模型 还 有 符 
考证 ,在 猴 体 内 植 入 人 肝 细 胞 及 对 猴 进 行 基因 工程 
改造 ， 是 建立 猴 丙 型 肝炎 动物 模型 的 有 效 途 径 CXia 
et al, 1995, 1996). 
2.3 ”人工 改造 的 小 鼠 模型 

小 鼠 作为 生物 实验 的 成 熟 的 动物 模型 , 广泛 应 
用 于 各 种 研究 。 有 研究 者 也 将 小 鼠 模型 应 用 于 丙 型 
肝炎 研究 , 但 由 于 鼠 的 SR-BI, CD81, CLDNI 等 关 
键 受 体 分 子 的 基因 序列 与 蛋白 结构 与 人 类 有 明显 




















































































































































































































































































































亚热带 地 区 , 我 国 的 云南 、 广 西 、 广 东 和 海南 等 地 
都 广泛 分 布 。 树 购 体 型 小 , 生长 繁殖 快 ， 易 于 捕捉 、 
驯养 和 繁殖 ,成 本 低 ， 其 新 陈 代 谢 和 大 体 解剖 比 路 
齿 类 动物 更 接近 人 类 。 树 项 成 为 研究 人 类 相关 疾病 
的 动物 模型 , 广泛 应 用 于 病毒 、 神 经 、 心 理 、 糖 尿 
病 、 脑 缺 血 、 血 管 、 肿 瘤 、 寄 生 虫 等 方面 的 研究 。 
Wang et al (1997) 用 HCV-RNA 阳性 人 血清 静脉 接种 
成 年 树 鸥 ， 出 现 间 区 性 病毒 血 症 ,ALT 水 平 升 高 及 
人 类 相似 的 肝 组 织 病变 现象 ， 提 示 树 项 可 成 为 
HCV 易 感 动物 。Xie et al (1998, 2000) 用 不 同 亚 型 
HCV 感染 正常 和 经 过 辐射 的 树 购 ， 结 果 发 现 辐射 
的 树 哆 出 现 的 明显 病毒 血 症 ，34.8% 的 被 感染 树 哆 
(8/23) 血 清 中 可 检 出 HCV RNA, 934) BARE RS 3 
不 同 程度 的 谷 丙 转 氮 酶 异常 升 高 和 肝 组 织 病理 性 
炎症 反应 ， 表 明 树 网 可 感染 HCV， 有 可 能 成 为 两 型 
肝炎 小 动物 模型 .Zhao et al (2002) 对 树 购 感染 HCV 
后 病毒 准 种 分 析 显 示 , 树 哆 肝 细 胞 可 被 特定 的 准 种 
选择 性 感染 , 传代 感染 后 肝 细 胞 可 检 出 新 的 准 种 。 
Amako et al (2010), FA HCV 临床 病毒 株 和 培养 体系 
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产生 的 HCV Jee qe pet iti, ACES ith] ASAE E HCV 感 
染 ， 而 且 感 染 后 得 到 的 第 二 代 血 清 仍 具 有 感染 性 ， 
感染 树 网 产生 明显 的 肝 组 织 病 变 。 

我 们 研究 组 在 建立 HCV 体外 培养 体系 
(6JEH-ID) 的 基础 上 ， 获 得 大 量 高 滴 度 的 培养 病毒 
B, 用 于 感染 体外 培养 的 树 哆 的 原 代 肝 细胞 和 树 
网 活体 ， 发 现 被 感染 树 哆 原 代 肝 细胞 可 产生 对 
Huh7 细胞 具有 感染 力 的 病毒 颗粒 , 近 30% 的 接种 
树 移 出 现 间 和 多 性 的 病毒 血 症 和 轻 度 肝脏 组 织 病 二 
变化 ,这 些 都 是 进一步 证 明了 HCV 能 感染 树 购 ， 树 
网 具有 成 为 内 型 肝炎 的 动物 模型 的 可 能 性 ; 但 是 由 
于 树 网 个 体 背 景 复杂 等 原因 ， 导 致 受 试 树 网 对 
HCV 感染 情况 不 一 致 、 不 稳定 , 需要 从 树 哆 品种 选 
育 、 实 验 动 物化 ,以 及 树 欧 适应 HCV 病毒 选择 等 不 
同 角度 开展 工作 ， 以 建立 两 型 肝炎 树 购 动物 模型 。 


3 ROA HCV 受 体 研究 


作为 可 能 的 两 型 肝炎 动物 模型 ， 树 鸯 主要 
HCV 受 体 的 基因 扩 增 、 序 列 测定 及 同 源 关系 分 析 ， 
这 些 基 因 的 表达 以 及 其 对 HCV 介 导 感染 功能 的 确 
定 ， 对 建立 树 网 两 型 肝炎 动物 模型 ， 解 释 HCV 对 树 
网 的 感染 机 制 , 具有 重要 的 佐证 作用 。 我 们 从 树 哆 
AAA $e HORNA, 扩 增 树 殊 CD81 、SR-BI、 
Claudin-1 和 Occludin 等 主要 HCV 受 体 cDNA, 序 
列 同 源 关 系 分 析 发 现 这 些 分 子 与 人 相应 分 析 的 核 
酸 序列 具有 较 高 同 源 性 。 最 新 研究 发 现 , 将 这 些 分 
子 在 对 HCV 不 感染 细胞 系 中 表达 , 可 介 导 HCV 包 
膜 糖 蛋白 假 病毒 颗粒 (HCVpp) 和 体外 培养 体系 产生 
HCV 病毒 (HCVcc) 对 细胞 的 感染 。 
3.4 HIRIARI CD81 受 体 

人 的 CD81 可 以 被 HCV 圳 膜 蛋 白 有 效 结合 ， 
外 大 环 (LEL) 是 结合 的 关键 区 域 , 该 区 具有 4 个 关 
键 位 点 : CD81 LEL 的 第 162、182、184 和 186 位 
RAZR, 直接 关系 到 E2 和 CD81 的 紧密 结合 
(Higginbottom et al, 2000)。 研 究 表明 ,， 树 网 与 人 
CD81 分子 的 氨基 酸 序列 同 源 性 高 达 96%, LEL HA 
基 酸 序列 同 源 性 也 有 93%, 4 个 关键 氨基 酸 位 点 上 
PYM ALA LY CD81 受 体 完全 相同 , 尽管 CD81 LEL 
上 也 有 6 个 氨基 酸 树 网 不 同 于 人 , 但 这 6 个 位 点 并 
dE HCV 者 膜 和 蛋白 结合 的 关键 位 点 (Zhao et al, 2002; 
David et al, 2004). 与 之 比较 ， 非洲 绿 猴 在 关键 的 
186 位 氨基 酸 发 生 点 突变 , 明显 减少 了 与 HCV ÆR 
蛋白 的 结合 能 力 。 用 重组 表达 的 可 溶性 HCV SERE 































































































































































































































































































































































































































































































蛋白 E2 与 细胞 相互 作用 研究 发 现 ， 其 与 树 移 的 肝 
胞 结合 作用 与 人 源 肝 细胞 相当 ， 远 高 于 鼠 源 肝 细 
。 我 们 将 树 网 CD81 分 子 的 cDNA FERE HepG2 
We, ACHAT ah] CD81 分子 可 有 效 介 导 HCVpp 进入 
HepG2 细胞 ， 其 介 导 作用 甚至 高 于 人 的 CD81 分 子 。 
抗体 阻 断 实 验 发 现 ， 人 CD81 单 克隆 抗体 与 免 抗 人 
CD81 多 抗 可 以 抑制 ， 但 不 能 完全 阻 断 HCVpp 感染 
HR CD81 的 HepG2 细胞 ， 预 示 除 CD81 4b, PIS] 
肝 细胞 上 还 存在 其 他 受 体 参与 HCV 的 感染 和 了 2 的 
结合 (Zhao et al, 2002; Tong et al, 2010). 
3.2 BIRI SR-BI 受 体 

SR-BI 是 HCV 进入 宿主 肝 细 胞 的 另 一 重要 的 
糖 蛋白 受 体 , PUR SR-BI 受 体 与 人 的 氨基 酸 同 源 性 
为 88%， 胞 外 环 同 源 性 为 82%。Barth et al (2005) 将 
Big] SR-BI 基因 转 染 至 CHO 细胞 ,使 其 可 与 HCV 
E2 蛋白 结合 ,并 证 实 HVRI1 区 是 病毒 与 树 哆 受 体 结 
合 的 关键 部 位 。 用 抗 树 网 SR-BI 抗体 处 理 体外 培养 
原 代 肝 细胞 ， 其 对 HCV 的 感染 性 大 大 降低 .Tong et 
al (2010) 利 用 慢 病毒 载体 将 树 购 SR-BI 分 子 转 染 至 
CHO 细胞 ,使 其 获得 对 HCVpp 和 HCVecc 的 感染 性 ， 
此 种 感染 可 以 被 经 DNA 免疫 获得 的 SR-BI 单 抗 的 
部 分 阻 断 。 然 而 ,， 以 上 抗体 处 理 不 能 完全 阻 断 
HCVpp 对 细胞 的 感染 , 说 明 树 购 原 代 肝 细胞 上 除 
SR-BI 之 外 , 还 有 其 他 受 体 分 子 介 导 HCVpp 的 进入 。 
3.3 tit) Claudin-1 受 体 

尽管 紧密 连接 蛋白 Claudin-1 至 今 仍 是 需要 进 
一 步 验 证 的 HCV 受 体 , 但 由 于 其 作为 介 导 HCV 入 
胞 的 多 受 体 组 合 的 重要 一 员 , 已 受到 广泛 关注 。 我 
们 扩 增 、 克 隆 得 到 树 购 Claudin-1 分 子 cDNA, 经 序 
列 测定 与 分 析 发 现 , 树 购 和 人 之 间 该 分 子 的 氨基 酸 
序列 的 同 源 性 高 达 93%。 人 和 树 网 Claudin-1 的 胞 
外 环 氨 基 酸 序列 胞 外 环 只 有 3 个 位 点 的 差异 , EA 
为 是 HCV 感染 的 关键 位 点 (32 和 E48), PRAIA 
完全 一 样 (Zhao et al, 2002). Tong et al (2010) 利 用 慢 
病毒 载体 将 Claudin-1 FEA 293T 细胞 表达 , 使 其 获 
得 对 HCVpp 的 易 感 性 ， 初 步 证 实 树 鸥 Claudin-1 分 
子 可 以 支持 HCV 的 感染 。 
3.4 树 购 的 Occludin 受 体 

我 们 扩 增 、 克 隆 得 到 树 购 Occludin 受 体 , 序列 
分 析 发 现 树 购 和 人 该 受 体 的 氨基 酸 序列 同 源 性 高 
IK 8896. HCV 结合 关键 区 域 (第 二 膜 外 区 , EL2) 的 氮 
基 酸 序列 同 源 性 达到 91%, 45 个 位 点 中 只 有 4 个 位 
点 不 同 。 与 之 比较 ， 鼠 和 人 的 EL2 区 同 源 性 只 有 
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86%, A 6 个 位 点 发 生 突变 。 将 树 网 Occludin 分 子 
与 人 的 CD81, SR-BI. Claudin-1 分 子 共 转 染 的 
NIH3T3 细胞 ,可 以 被 HCVpp 感染 .用 树 购 Occludin 
分 子 的 EL2 替换 人 该 分 子 的 EL2, i^ Wa 
Occludin 分 子 同样 可 介 导 HCVpp 进入 NIH3T3 细胞 ， 
Be HAM st] Occludin 分 子 对 HCV 介 导 进入 细胞 作用 
与 人 的 Occludin 分 子 无 明显 差别 (Tong et al, 2010). 


4k 8 


从 分 子 水 平 上 来 看 , PURINE HCV 受 体 与 
人 的 同 源 性 较 高 ,， 尤其 介 导 HCV 入 胞 的 功能 区 段 
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的 关键 氨基 酸 位 点 与 人 基本 抑制 , 功能 验证 发 现 树 
网 这 些 受 体 可 成 功 介 导 HCV 的 感染 与 入 胞 , 为 树 
鸥 有 可 能 开发 成 为 两 型 肝炎 小 动物 模型 提供 了 良 
好 佐证 。 我 们 也 证 实 了 HCV 病毒 对 树 葛 的 原 代 肝 
四 胞 的 感染 性 ,动物 活体 病毒 感染 实验 初步 证 实 树 
哆 可 被 体外 培养 大 量 获得 的 HCV 感染 。 然 而 , 动物 
总 体感 染 率 较 低 ， 尚 不 足 于 建立 可 满足 研究 需要 的 
动物 模型 ， 有 待 通过 动物 辅助 生殖 、 易 感 家 系 选 育 
与 实验 动物 化 、 动 物 免疫 致 弱 、 适 应 性 病毒 筛选 等 
不 同学 科 领 域 研究 工作 的 联合 攻关 ， 以 最 终 建 立 丙 
型 肝炎 树 哆 动物 模型 。 
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摘要 : 乙 型 肝炎 病毒 (HBV) 感 染 是 全 球 和 我 国 的 重要 健康 问题 建立 方便 有 效 的 HBV 感染 动物 体内 模型 是 开 
展 HBV 相关 基础 和 临床 研究 的 重要 前 提 。 该 实验 室 地 处 乙 型 肝炎 和 肝癌 高 发 流行 的 广西 地 区 ， 自 建立 以 来 一 直 
以 肝癌 的 病因 、 发 病 机 制 和 化 学 预防 作为 主要 研究 方向 , 于 20 世纪 80 年 代 初 开始 树 哆 体内 感染 HBV 模型 方面 的 
研究 并 持续 至 今 。 该 文 对 此 研究 历程 作 一 概述 ， 并 重点 介绍 关于 用 新 生 树 网 慢性 感染 HBV 的 新 进展 。 

Xu. Pi, 动物 模型 ; 乙 型 肝炎 病毒 
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Progress on establishment of tree shrew 
(Tupaia) chronic infection with HBV in vivo 


LI Yuan e SU Jian-Jia, YANG Chun, CAO Ji, OU Chao, LIANG Liang, 
YANG Fang, WANG Qi 


(Department of Experimental Pathology, Guangxi Cancer Institute, Nanning 530021, China) 


Abstract: Hepatitis B virus (HBV) infection is one of the important health problems worldwide, especially in China. 
Feasible and effective animal models of HBV infection in vivo are prerequisite for the HBV-related basic and clinical 
studies. Located in the highly prevalent region of HBV and hepatocellular carcinoma (HCC), the laboratory of Guangxi 
Cancer Institute has focused on the cause, pathogenesis and chemoprevention of HCC, and has started the work of 
establishing tree shrew (Tupaia) models of HBV infection in vivo since the early 1980s. This paper provides an overview 
of the research process, and highlights the new progress on the chronic infection of tree shrews after inoculated with HBV 
neonatally in vivo. 


Key words: Tree shrew (Tupaia); Animal model; Hepatitis B virus 

















1 建立 乙 型 肝炎 病毒 树 购 体内 慢性 感染 模 三 。 全 世界 2007 年 肝 瘤 死亡 例 数 为 68 万 人 , H 
型 的 背景 和 意义 80% 以 上 发 生 在 发 展 中 国家 , 这 其 中 55% 以 上 发 
在 我 国 (Thun et al, 2010)。 我 国 肝 癌 发 病 率 在 过 去 

乙 型 肝炎 病毒 hepatitis B virus, HBV) 感 染 是 全 ”30 年 一 直 呈 上 升 趋势 , 增长 幅度 高 达 约 250%, fX 
球 性 的 健康 问题 。 我 国 是 HBV 感染 高 发 流行 区 , A 次 于 肺癌 (Zhao et al, 2010)。 尽 管 已 知 HBV 感染 是 
有 7 亿 人 曾经 感染 HBV, 其 中 慢性 感染 人 数 高 达 ”我 国 肝癌 的 最 主要 病因 , 但 HBV 慢性 感染 机 制 至 
1.2 亿 ， 占 全 球 HBV 感染 总 数 的 1/3 左右 。15%~~。” 今 未 能 清楚 阐明 ,肝癌 的 发 生机 制 及 其 防治 方面 的 
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35% 的 慢性 乙 型 肝炎 患者 因 肝 硬化 、 肝 细胞 癌 研究 儿 十 年 来 亦 未 获得 突破 性 进展 。 

(hepatocellular carcinoma,，HCC， 上 肝癌) 等 终 末 期 肝 Á 20 世纪 80 年 代 以 来 , 世界 一 些 地 区 和 我 国 

病 而 死亡 。 先后 开始 的 大 规模 新 生 儿 乙 型 肝炎 疫苗 免疫 接种 
肝癌 是 世界 和 我 国 常 见 并 且 预 后 凶险 的 恶性 计划 已 经 显现 出 对 降低 儿童 感染 HBV 和 发 生 肝 癌 





























均 位 列 第 ”的 作用 , 表明 其 不 失 为 一 高 性 价 比 的 肝癌 预防 策略 





肿瘤 , 在 世界 和 我 国 全 部 恶性 肿瘤 死因 
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(Lim et al, 2009; Zhou et al, 2009), 但 我 国 原 已 有 的 
BEX HBV 感染 人 群 以 及 由 于 HBYV 在 治疗 或 预防 免 
疫 过 程 中 发 生 突 变 导 致 免疫 无 效 (Clements et al, 
2010) 而 产生 的 新 的 HBV 感染 人 和 群 , 仍 处 于 发 生 慢 
性 肝病 的 高 风险 之 中 。 因 此 , HBYV 感染 仍 是 我 国 当 





















































et al, 2009), 并列 入 国家 “十 一 五 ”科技 支撑 计划 。 
ASKS Eh X TE HBV 的 研究 见 卫 
严 瑞 琪 、 苏 建 家 等 人 于 20 世 纪 80 年 代 的 报道 (Yan et 
al, 1984; Su et al, 1987)。 该 研究 以 人 HBV 感染 者 
清 为 感染 源 ， 分 别 两 次 经 静脉 和 腹腔 接种 于 树 般 






























































前 和 今后 相当 长 时 期 内 严重 危害 人 民 健 康 ， 需 要 优 
先 解决 的 一 个 重大 问题 (Zhuang, 2009)。 

缺乏 合适 的 体内 外 感染 HBV 实验 模型 是 阻碍 
HBV 相关 的 基础 和 临床 研究 的 主要 瓶颈 ， 其 根本 



































感染 宿主 的 种 属 范 围 狭小 、 特 异性 严格 ， 即 各 病毒 
只 能 感染 一 种 和 极 少数 其 他 相关 物种 。 嗜 肝 DNA 
病毒 科 分 为 哺乳 类 (mammalian) 和 禽类 (avian) 两 个 
届 ， 前 者 包括 人 、 毛 猴 、 土 拨 鼠 和 地 松鼠 的 哮 肝 
DNA 病毒 HBV、WMHBV、WHV 和 GSHV; 后 者 
LAGS ASS IRE HT DNA 病毒 DHBV 和 HHBV. 
HBV 是 嗜 肝 DNA 病毒 的 原型 , 在 基因 组 结构 的 相 
似 性 和 基因 序列 的 同 源 性 等 方面 与 本 家 族 其 他 成 
员 有 程度 不 同 的 差别 。 多 年 来 , 土 拨 鼠 感染 WHV 
TURIS EU DHBV 模型 在 探索 HBV 感染 人 体 的 
机 制 和 研发 临床 用 药 等 方面 做 出 了 很 大 的 贡献 , 但 
将 这 两 个 动物 模型 的 相关 研究 结果 用 于 阅 释 人 类 
感染 HBV 的 相关 事件 , 均 尚 存 很 明显 的 屏障 ,而 黑 
猩猩 感染 HBV 模型 虽然 已 经 得 到 公认 , 但 因 其 为 
濒危 珍稀 大 型 动物 而 不 适用 于 普通 实验 研究 。 因 此， 
建立 方便 有 效 的 、 与 人 类 有 较 近 亲缘 关系 的 动物 感 
X A HBV 模型 ， 是 研究 HBV 的 生物 学 特性 、 感 染 
致 病 机 理 及 有 效 防 治 措施 所 吸 需 。 


2 树 哆 体内 感染 HBV 模型 的 研究 初始 与 

进程 

Pe ittl(Tupaia, tree shrew) 属 灵长目 原 猴 亚 目 树 
网 科 , 也 有 学 者 认为 属 灵 长 目 与 食 虫 目 之 间 的 独立 
阶 元 一 一 攀 鸥 目 ， 含 不 同 的 亚 科 、 亚 属 和 亚 种 , 在 
我 国 主要 分 布 于 云南 、 广 西 等 西南 部 省 区 。 树 鸯 与 
人 类 在 生理 生化 、 代 谢 、 基 因 组 学 等 方面 的 相似 性 
远 高 于 大 鼠 、 小 鼠 、 土 拨 鼠 等 常用 唉 齿 类 实验 动物 








































































































































































































































































































原因 在 于 HBYV Jj FF DNA 病毒 科 (Hepadnaviridae)， 








0.5 mL/ 次 ), 接种 后 定期 采血 作 HBV 感染 相关 的 
清 免疫 学 检测 、 斑 点 杂交 法 检测 HBV DNA, Æ 
化 检测 转氨酶 (ALD、 电 镜 观 察 HBV 颗粒 ， 部 分 动 
物 的 肝 活检 组 织 作 免疫 组 化 检测 HBsAg 和 HBcAsg、 
原 位 分 子 杂 交 检 测 HBV DNA。 经 过 接种 后 137 周 
的 实验 观察 ,结果 显示 87/96 只 (90.63%0) 树 网 血清 
和 (或 ) 肝 组 织 出 现 HBV 感染 标志 物 ， 电 镜 下 血清 
可 查 见 Dane 氏 颗 粒 及 HBsAg Wi, Southern blot 
检测 肝 组 织 可 见 复制 型 及 整合 型 HBV DNA。 这 些 
结果 首次 在 国内 外 表明 ， 树 网 可 以 感染 人 HBV, 可 
以 建立 体内 感染 HBV 动物 模型 。 随后 ,应 用 树 网 
进行 实验 诱发 肝癌 的 研究 结果 显示 , 17 只 喂食 黄 昌 
霉 毒素 BI(AFB1) 并 且 感 染 HBV. 24 只 单纯 喂 
AFBI 和 9 只 单纯 感染 HBV 的 树 购 , 在 158 周 的 实 
验 观 察 期 内 分 别 有 9 例 (52.9%)、3 例 (12.5%) 和 1 例 
(11.196) ^E. HCC, 表明 HBV 和 AFBI 在 肝癌 发 生 
中 具有 协同 作用 ,并 从 动物 实验 角度 支持 了 HBV 
与 HCC 存在 病因 学 关系 的 观点 (Yan et al, 1987)。 
在 以 上 研究 基础 上 ,， 随 着 本 实验 室 在 树 移 的 饲 
养 、 保 定 、 抽 血 、 麻 醇和 肝 活检 等 动物 实验 技术 的 
不 断 建立 和 提高 (Ban et al, 1998a)， 树 网 可 以 经 受 反 
复 多 次 的 抽 血 和 前 腹 肝 活检 手术 ,使 观察 其 在 实验 
诱发 肝癌 形成 过 程 中 的 各 时 期 血 和 肝 组 织 的 动态 
变化 成 为 可 能 。 在 随后 十 余年 期 间 ， 本 实验 室 对 
HBV 感染 树 哆 及 其 与 AFB1 在 树 网 肝癌 发 生 中 的 病 
因 作用 (Su et al, 1992; Li et al, 2000a). RJA HL (Ban 
et al, 1998b; Qin et al 1998; Li et al, 1999) 和 化 学 预 
防 (Li et al, 2000b; Cao et al, 2005) 等 方面 进行 了 系 
列 研究 ， 这 些 研究 结果 不 仅 显 示 了 树 哆 在 建立 乙 型 
肝炎 和 肝癌 等 人 类 疾病 模型 方面 的 作用 ,也 为 这 些 
人 类 疾病 的 相关 基础 研究 做 出 了 贡献 。 

国内 外 其 他 关于 树 网 体内 感染 HBV 模型 的 和 
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(Novacek et al, 1992; Springer et al, 2003)， 并 具有 个 
体 小 ， 便 于 实验 操作 、 价 廉 易 获得 、 能 感染 多 种 与 
人 类 疾病 有 关 的 病毒 等 显著 特点 。 世 界 卫 生 组 织 
(WHO) 多 年 前 就 呼吁 用 树 网 代替 大 型 灵 长 类 动物 
进行 科学 实验 , 我 国 也 于 近年 将 树 网 资源 的 开发 利 
]、 标 准 化 及 建立 人 类 疾病 模型 提 到 议事 日 程 (Jiao 










































































究 主 要 见于 : Pang et al (1981) 报 道 ， 野 生成 年 树 网 
经 肌肉 接种 人 HBV 感染 血清 后 ,动物 血清 中 不 仅 
可 测 到 HBsAg, 还 可 在 电镜 下 观察 到 大 量 的 直径 为 
22 nm 的 HBsAg 颗粒 ; Liet al (1995) 报 道 ， 用 野生 
成 年 树 网 在 感染 HBV Mm LEERE ] WK 
病毒 (HDV， 其 感染 需要 嗜 肝 DNA 病毒 的 帮助 ) 获 得 


































































































106 动 物 学 





初步 成 功 ，Walter et al (1996) 报 道 ， 用 新 生 和 成 年 
树 网 接种 人 HBV 后 ， 观 察 大 约 20 周 , 新 生 期 接种 
的 树 哆 的 表现 类 似 于 人 类 的 急性 自 限 性 肝炎 ;而 成 
年 期 接种 的 树 欧 的 仅 表 现 为 一 过 性 感染 。 

然而 , 由 于 以 上 研究 所 用 的 树 网 多 为 野外 捕获 ， 
年 龄 、 遗 传 和 健康 背景 不 详 , 个 体 差 异 大 ， 同 时 可 
能 由 于 一 些 早期 的 实验 研究 在 检测 HBV 感染 标志 
物 方面 所 用 的 ELISA、 免 疫 组 化 、 原 位 杂交 等 方法 
或 其 试剂 的 特异 性 、 敏 感性 不 稳定 ， 使 某 些 检测 结 
果 的 重复 性 不 理想 ， 致 使 一 些 学 者 对 树 购 能 否 感 染 
HBV 提出 质疑 (Wang et al, 1996; Wang, 1998). 


3 优化 HBV Pe is A Re a PRR 

近 十 年 来 , 本 实验 室 一 方面 在 应 用 树 网 进行 肝 
癌 病 因 和 发 病 机 制 的 基础 研究 中 , 通过 新 兴 的 高 通 
基因 组 学 和 蛋白 质 组 学 技术 ,对 部 分 树 戎 基因 进 
行 测序 、 制 作 基因 芯片 和 进行 肝癌 相关 基因 的 检测 
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接种 HBV 的 树 购 体内 的 HBV 感染 标志 物 用 多 种 检 
测 方法 进行 长 期 动态 观测 ,结果 显 示 ， 树 购 血 和 肝 
组 织 中 HBV DNA 和 HBsAg 可 持续 阳性 至 接种 后 
48 周 以 上 , 并且 Southern blot 和 nPCR 检测 到 肝 组 
织 中 HBV cccDNA 等 标志 物 ， 表 明 新 生 树 购 接 种 人 
HBV 后 , 病毒 能 够 在 其 体内 长 期 存在 和 稳定 复制 
(Yang et al, 2009)。 

最 近 , 为 了 进一步 优化 树 网 感染 HBV 模型 ， 本 
实验 室 对 各 种 可 能 影响 树 网 感染 HBV 效率 的 因素 ， 
如 不 同 的 感染 源 、 接 种 方式 、 检 测 方法 和 多 种 辅助 
措施 ,进行 了 较 全 面 的 探讨 。 该 研究 对 77 只 新 生 树 
RAI 49 只 非 新 生 (出 生 后 1 月 至 1 年 ) 树 网 用 不 同感 
染 源 、 接 种 方式 和 辅助 措施 处 理 后 , 用 多 种 检测 方 
法 对 动物 血 和 肝 组 织 的 HBV 感染 标志 进行 动态 观 
察 。 结 果 显 示 , 6 只 新 生 期 接种 的 树 移 确证 为 HBV 
慢性 感染 一 一 其 肝 组 织 保持 高 拷贝 的 HBV DNA 和 
清 保持 高 滴 度 的 HBsAg 长 达 接 种 后 72 周 以 上 (最 


























































































































































































































































































































(Chen et al, 2005), 以 及 对 树 现 肝癌 发 生 过 程 中 的 
关键 基因 和 和 蛋白 进行 筛选 和 鉴定 等 研究 (Qin et al, 

















长 达 228 JH), 并 且 肝 组 织 经 dot blot 检测 HBV 
DNA、 免 疫 组 织 化 学 法 检测 HBsAg 和 HBcAg 均 显 




















2006; Li et al, 2008a,b); 男 一 方面 , 由 于 国内 外 
展 树 购 感 染 HBV 方面 的 研究 虽 已 历时 20 REF, 但 
树 购 体内 能 和 否 长 期 感染 HBV 仍 存在 争议 , PRR 
型 还 不 能 有 效 地 应 用 于 HBV 相关 研究 。 为 此 ,本 
实验 室 在 优化 树 网 体内 慢性 感染 HBV 模型 方面 也 
开展 了 一 系列 探索 。 

首先 , 基于 人 类 的 HBV 慢性 感染 者 主要 源 于 
围 生 期 或 幼年 期 被 感染 这 一 现象 , 即 婴 幼儿 感染 
HBV 后 有 很 高 的 慢性 化 率 ， 而 大 部 分 成 年 人 感染 


































































































示 阳 性 ; 另外 ， 还 有 7 只 新 生 期 接种 的 树 网 和 暂 定 为 
可 疑 慢 性 感染 其 肝 组 织 HBV DNA 和 血清 
HBsAg 长 期 表现 为 间 和 区 性 低 水 平阳 性 ;而 49 只 非 
新 生 期 接种 的 树 网 无 一 明确 显示 为 慢性 感染 。 该 和 
究 结 果 的 主要 意义 有 以 下 几 方 面 : 第 一 ， 再 次 证 实 
pet ttl AE ER HBV 并 成 为 HBV 长 期 携带 者 ， 新 生 
期 接种 HBV 的 树 网 感染 效果 优 于 非 新 生 期 接种 ; 

第 二 , 在 6 只 确认 为 持续 感染 和 7 只 可 疑 为 持续 感 
染 的 新 生 期 接种 的 树 网 中 ， 分 别 有 1 只 和 2 只 是 用 
















































































































































































HBV 后 病毒 很 快 被 清除 ， 以 及 德国 Freiburg 大 学 
Blum 教授 研究 小 组 关于 新 生 期 树 购 感染 HBV 的 效 
果 优 于 成 年 树 鸥 的 初步 报道 (Walter et al, 1996), 我 
们 推测 应 用 免疫 系统 尚未 发 育 完善 的 围 生 期 和 幼 
FEY RBA A. HBV 可 能 提高 感染 效率 。 

为 此 ， 本 实验 室 借 鉴 在 国际 合作 研究 中 探索 到 
的 人 工 繁 育 树 购 的 经 验 (Li et al, 2001), 先 在 本 实验 
室 建立 了 树 网 的 人 工 繁殖 和 育 幼 的 基本 方法 和 条 
件 (Liang et al，2005)， 随 后 开展 了 用 人 工 繁 育 的 围 
生 期 (出 生前 后 各 1 周 ) 和 幼年 (1 一 3 HYPER UE 
A HBV 的 探讨 。 该 探讨 主要 以 梨 式 PCR(nPCR) 对 
实验 树 购 的 血 和 肝 组 织 HBV DNA 进行 检测 ,初步 
结果 提示 ， 用 围 生 期 和 幼年 树 网 接种 人 HBV 可 以 
提高 感染 效率 (Liang et al, 2006)。 
其 次 ， 在 此 基础 上 ， 本 实验 室 进一步 对 新 生 期 



















































































































































































同一 只 确证 为 慢性 感染 的 树 网 血清 接种 的 ,表明 树 
网 间 可 以 传代 感染 HBV; 第 三 ， 该 研究 在 动物 接种 
年 龄 、 感 染 源 、 接 种 方式 、 辅 助 措施 等 方面 筛选 出 
一 些 影响 树 哆 感染 HBV 效率 的 因素 , 一 定 程度 上 
实现 了 对 树 哆 体内 感染 HBV 模型 的 优化 ,有 利于 
今后 工作 的 进一步 开展 。 以 上 这 些 最 新 研究 结果 的 
相关 论文 正在 整理 中 。 


4 国内 外 现状 和 展望 


前 述 的 国内 早年 关于 树 网 体内 感染 HBV 的 下 
究 少见 后 续 报 道 ， 而 德国 Freiburg 大 学 Blum 教授 
实验 室 自 1996 年 报道 用 新 生 和 成 年 树 网 体内 感染 
HBV 以 及 用 树 鸥 的 原 代 肝 细胞 体外 感染 HBV 的 系 
列 研 究 结果 (Walter et al, 1996) 后 ， 虽 然 仍 一 直 开 展 
树 网 感染 肝炎 病毒 的 相关 研究 , 但 主要 转 为 用 树 购 
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肝 细 胞 体外 感染 HBYV 或 两 型 肝炎 病毒 (HCV)， 未 见 
再 有 体内 感染 HBV 的 相关 报道 。 
本 研究 室 在 树 欧 体内 慢性 感染 HBV 方面 的 研 
究 持 续 多 年 , 虽然 ， 最 近 关 于 确证 树 移 能 够 慢性 感 
染 HBV 的 研究 结果 令 人 鼓舞 ,但 还 须 在 提高 动物 
感染 率 和 体内 病毒 载 量 ， 以 及 诱发 动物 出 现 类 似 人 
长 期 感染 HBV 后 出 现 的 慢性 肝炎 、 肝 便 化 、 肝 癌 
等 慢性 肝病 方面 努力 。 在 这 一 方面 , 我 们 认为 对 不 
同 的 树 哆 种 系 、 不 同 的 HBV 基因 型 / 亚 型 和 准 种 、 
不 同 的 接种 用 血清 的 处 理 方法 以 及 不 同 的 免疫 抑 
制药 的 应 用 等 因素 值得 进一步 探索 。 此 外 ,本 实验 
室 最 近 的 研究 结果 显示 ， 一 些 树 网 于 接种 HBV 后 ， 
肝 组 织 长 期 保持 低 拷贝 数 的 HBV DNA, 但 血清 
HBsAg 却 为 阴性 , 这 些 动物 是 否 类 似 于 人 类 的 “ 隐 
匿 性 感染 ?非常 值得 进一步 观察 和 验证 ， 因 国内 外 
有 研究 显示 隐匿 性 感染 HBV 的 人 和 群 仍 有 传染 下 
一 代 和 自身 发 生 肝 癌 或 其 他 慢性 肝病 的 危险 性 。 
综 上 所 述 , 树 网 体内 外 感染 HBV 的 研究 受到 
较 多 的 关注 , 但 开展 相关 研究 ， 尤 其 是 持续 性 研究 
的 不 多 。 因 此 ,这 一 领域 虽然 多 年 来 不 断 有 所 进展 ， 
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但 与 建成 理想 的 人 类 感染 HBV 动物 模型 仍 有 一 定 
差距 。 而 由 于 ABV 和 近年 来 日 益 受 到 重视 的 HCV 
感染 及 其 相关 的 肝癌 在 我 国 和 和 全球 形势 严 峻 ， 树 移 
在 人 类 疾病 模型 中 的 作用 近年 来 在 国内 外 得 到 较 
多 关注 , 树 哆 肝 细 胞 的 分 离 、 培 养 等 一 些 与 肝炎 病 
毒 感染 模型 相关 的 基础 研究 近年 在 我 国 已 有 陆续 
报道 。 相 信 通 过 各 相关 领域 的 合力 ,理想 的 树 购 体 
内 感染 HBV 和 ACV 模型 将 在 肝癌 、 病毒 性 肝炎 相 
关 的 基础 和 临床 研究 中 发 挥 重要 作用 。 
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摘要 :该 文 回顾 了 我 国 树 欧 驯养 繁殖 和 研究 的 发 展 历史 ,介绍 了 树 哆 实验 动物 化 研究 的 最 新 进展 ， 并 结合 我 
国 目前 的 状况 ,提出 了 今后 的 工作 建议 : 加 强 实验 树 购 标准 化 (包括 地 方 和 国家 标准 ) 的 研究 、 近 交 系 动物 的 研 对 
达到 商业 化 树 哆 的 基础 分 子 与 细胞 生物 学 研究 工具 的 研制 、 人 类 

种 源 基地 等 。 
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Progress and prospect in research on 
laboratory tree shrew in China 
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Abstract: We outline the historical research on the laboratory tree shrew in China and discuss its current research 
trends. Five key aspects of applied research are emphasized in this review, including quality control standards for 
laboratory tree shrews, the establishment of an inbred colony, commercial preparation of major molecular and cellular 


research tools, further research on tree shrew models for human diseases, and the establishment of the tree shrew seed 
institution at state level. 


Key words: Laboratory tree shrew; Breeding and management; Animal model; Prospect 


树 斋 (tree shrew, Tupaia belangeri)， 义 称 北方 树 chinensis)， 也 就 是 我 们 目前 所 广泛 研究 的 种 类 , 分 
网 (northern tree shrew), 是 外 形 酷似 松鼠 的 小 型 哺 布 于 云南 西部 、 中 部 和 南部 以 及 四 川西 南部 。 其 他 
乳 动 物 , ENR EJ iti L4 5585] H (Scandentia). ' E 还 有 高 黎贡山 亚 种 (CT b. gaoligongensis). W ra WA 
要 分 布 在 印度 北部 、 缅 多、 越南 、 泰 国 、 束 埔 寨 、 (I. b.，modesta)， 越 北 亚 种 (广西 西南 部 )( T. b. 
老挝 、 马 来 西亚 、 印 尼 、 菲 律 宾 等 东南 亚热带 和 亚 toninia)、 溃 南亚 种 (Tb. yunalis) 和 琢 山 亚 种 (广西 西 
热带 国家 和 地 区 , 我 国 主要 分 布 在 云南 、 贵 州 、 广 北部 )( T. b. yaoshanensis) (Pen et al 1991) 。 云 南 是 
西 、 广 东 、 海 南 等 省 区 。 根 据 地 域 差 异 ， 又 可 把 我 我 国 树 网 资源 最 丰富 的 地 区 ,也 是 树 购 应 用 研究 
国 的 树 购 细 分 为 以 下 6 个 亚 种 。 溃 西亚 种 (7T b. 发 达 的 地 区 。 
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FH TP SS B VEA AT A A PE AR, 
对 多 种 人 类 重要 病毒 易 感 ， 可 作为 重要 人 类 病毒 的 
动物 模型 ， 并 在 肿瘤 学 、 内 分 泌 学 、 神 经 生物 学 、 
生殖 生物 学 、 免 疫 学 等 方面 已 有 广泛 和 深入 的 看 
究 。 国 内 外 已 经 有 多 篇 文献 综述 (Wang et al, 2010; 
Shen et al, 2008; Xu et al, 2005; Fuchs & 
Corbach-Sohle, 2010)。 树 网 的 实验 动物 化 是 各 项 和 
究 不 可 缺少 的 基础 条 件 。 全 球 在 这 一 方面 做 得 最 好 
的 是 德国 灵 长 类 中 心 (Fuchs & Corbach-Sohle, 
2010)。 近 年 来 , 在 各 级 政府 的 支持 下 ,我 国 在 树 网 
的 驯养 繁殖 、 开 发 应 用 和 实验 动物 标准 化 研究 方面 
也 取得 了 长 足 进展 。 


1 树 网 人 工 驯 养 繁殖 研究 的 历史 与 现状 


云南 是 全 国 开 展 树 网 人 工 驯 养 繁 殖 研究 最 早 
的 省 份 。20 世纪 70 年 代 末 ,昆明 地 区 就 开始 人 工 
驯养 繁殖 树 购 。 中 国 科学 院 昆明 动物 研究 所 是 我 国 
展 树 购 人 工 驯 养 繁殖 最 早 的 单位 ， 该 所 围绕 树 网 
人 工 驯 养 繁殖 和 疾病 防治 开展 了 一 系列 相关 研究 ， 
包括 分 类 学 和 生态 学 、 寄 生 虫 学 、 病理 学、 解剖 学 、 
神经 生物 学 、 遗 传 学 、 生 物化 学 和 人 免疫 学 , 为 国内 
开展 树 网 相关 研究 提供 了 宝贵 的 基本 生物 学 资料 。 
中 国医 学 科学 院 医学 生物 学 研究 所 在 开展 树 哆 
工 驯 养 繁殖 和 疾病 防治 研究 的 同时 ， FP RE Y P3 ig 
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JS Re Hd JA BES ORIA (Wu et al, 1983;Wan et al, 




















1982) 等 方面 的 研究 并 获得 成 功 。 此 外 ， 昆 明 医学 院 
等 单位 也 都 开始 了 小 规模 树 购 人 工 驯 养 繁 殖 、 疾 病 
防治 等 相关 领域 的 研究 。 

随 着 树 哆 在 人 类 疾病 模型 方面 的 应 用 潜力 被 
























































逐步 认识 ， 围 绕 树 购 作为 实验 动物 模型 的 开发 应 用 ， 











全 国 各 地 一 些 科 研 院 所 相继 开展 了 树 鸯 驯养 繁殖 
和 应 用 的 研究 ,如 武汉 同济 医科 大 学 、 上 海 市 肿瘤 
研究 所 、 广 西 壮族 自治 区 肿瘤 防治 研究 所 、 广 西医 
科大 学 、 广 西 大 学 、 广 州 中 医药 大 学 、 甘 肃 省 医学 
科学 研究 院 等 (Wu et al, 1982; Zou et al, 1987; Zhou 
et al, 1987; Yu & Lian, 2001; Yu et al, 2002; Liang et 
al，2005)。 但 这 些 单位 均 是 因 某 一 项 科研 课题 的 需 
要 而 进行 的 极 小 规模 的 探索 性 驯养 繁殖 ， 是 在 完成 
科研 项 目的 同时 ， 摸 索 树 购 人 工 繁殖 的 经 验 。 广 西 
是 较 多 开展 树 购 人 工 驯 养 繁 殖 研究 的 省 份 。 在 20 
世纪 70 年 代 末 到 90 年 代 期 间 , 市 场 上 流通 的 基本 
上 都 是 野生 实验 用 树 购 ,因为 当时 人 工 繁殖 的 子 代 
树 网 很 少 ， 还 没有 一 个 单位 能 够 在 实验 室 规模 化 地 






































































































































































































































繁殖 出 子 代 树 网 并 供应 市 场 。 由 于 树 网 实验 动物 化 
研究 的 长 期 滞后 , 在 不 同 程度 上 影响 了 树 赐 开发 应 
用 研究 的 进程 。 
至 21 世纪 , 在 广大 科技 工作 者 和 政府 的 共 
同 努 力 下 , 我国 树 购 人 工 繁育 和 标准 化 研究 取得 了 
显著 进展 。2006 年 ， 昆 明 医 学 院 等 单位 承担 了 云南 
省 科技 厅 基 础 平台 项 目 一 一 树 购 人 工 驯 养 繁殖 和 实 
验 动物 标准 化 研究 ,研制 出 适宜 树 网 繁殖 和 实验 用 
的 、 且 有 自主 知识 产权 的 笼 具 (ZL 2009 2 0111624.5 
& ZL2009 2 0111625.X)。 突 破 了 树 网 规模 化 人 工 驯 
养 繁 殖 的 技术 难关 ， 打破 繁殖 的 季节 限制 , 实现 全 
年 批量 规模 化 繁殖 。 目 前 昆明 医学 院 的 树 网 种 群 有 
600 多 只 ,其 中 繁殖 用 雌性 树 购 280 R GER HE Ra 
180 只 、 仔 一 代 60 只 和 仔 二 代 40 只 )。 树 网 的 年 供 
应 能 力 保持 在 1000 只 以 上 。2009 Œ, 树 购 产 仔 数 
为 1330 只 ， 离 乳 数 为 1205 只 ， 占 90.6%。 由 于 技术 
上 不 断 改 进 ,按照 实验 动物 的 要 求 , 昆明 医学 院 建 
立 了 一 系列 操作 规程 和 质量 控制 措施 , 三 年 来 ， 树 
哆 产 仔 数 和 离 乳 率 逐 年 提高 。2007 一 2009 年 间 , 树 
项 繁殖 情况 如 表 1 所 列 。 到 2009 年 下 半年 , 平均 树 
MSTA 3.7 只 , 初生 均 重 11.2 g， 离 乳 均 重 91.6 
g( 表 2, 图 1)。 至 今 昆明 医学 院 已 向 全 国 各 地 批量 
供应 有 质量 控制 的 实验 室 繁殖 树 网， 有 效 提 升 了 实 
验 树 网 的 质量 ,为 树 欧 在 生物 医学 等 领域 的 深入 研 
究 和 广泛 应 用 提供 了 基础 保障 。 

此 外 , 广西 医科 大 学 在 树 购 人 工 驯养 繁殖 研究 
方面 也 取得 了 一 定 成 绩 ， 新 生 树 网 经 被 动 母 乳 结合 
人 工 配 方 乳 喂养 的 成 活 率 达 92.2%， 非 繁殖 期 使 用 
激素 类 药物 能 提高 成 年 树 网 的 受孕 率 , 用 药 有 效率 
iA 61.5% (Liang et al, 2005)。 中 国 科学 院 昆 明 动 物 
研究 所 是 我 国 最 早 开展 树 鸯 驯养 繁殖 的 单位 (Peng 
表 1 2007—2009 年 间 昆 明 医 学 院 实验 树 秽 出 生 和 存活 情况 * 


Tab.1 The birth and weaning of tree shrew at Kunming 
Medical University (KMU) during 2007 — 2009 
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年 份 产 仔 数 (只 ) 离 乳 数 (只 ) 离 乳 率 (%) 
Year Birth number Weaning number Weaning rate 
2007 282 7 2.5 
2008 534 263 49.3 
2009 1330 1205 90.6 











* 引 自 云南 省 科技 厅 科技 基础 条 件 平台 建设 计划 《 树 购 人工 驯养 繁殖 和 
实验 动物 标准 研究 》2006PT07-1 项 目 结 题 报 告 (The data are from Report 
of Yunnan Provincial Science and Technology Department project 
2006PT07-1 “Tree Shrew 


Standardization”) 。 
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表 2 2008 年 3 月 一 2009 年 12 月 昆明 医学 院 树 胸 繁殖 情况 
Tab.2 The breeding data of adult tree shrew at KMU during March 2008 — December 2009 


月 均 受 第 次 数 BP ogee ”月 均 产 子 总 数 月 均 离 乳 总 数 PHRA) 初生 均 重 (g) 














离 乳 均 重 (g) 








7 yy Y 只 只 i 

月 份 (次 /月 ) (B) | (%) (只 /月 ) (只 /月 ) Mean of birth Mean of Mean ofbody 

Month Pregnancies per Mean of delivery Birth rate — Meanofbirh Mean of weanling number per neonate eight at weanliti 

month number per month number per month number per month delivery body weight d 8 

2008 年 3 一 12 月 
ene ee 18.6 16.7 89.78 53.4 26.3 3.2 9.4+1.7 68.1413.5 

4g 1— 
2009 年 1—6 H 24.60 22.8 92.56 80.1 69.2 3.6 10.9+1.2 87.5+12.5 
Jan—Jun(n=150) 
2009 年 7 一 12 月 39.5 39.5 100.00 144.9 131.7 3.7 112413 91.647.5 


Jul-Dec( n=150) 




















* 引 自 云南 省 科技 厅 科技 基础 条 件 平台 建设 计划 2006PTO7-1 项 目 结 题 报 告 (The data are from Report of Yunnan Provincial Science and Technology 
Department project 2006PT07-1 “Tree Shrew Domestication and Laboratory Standardization”) o 
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图 1 BEZ CHET AY TT 
Fig. 1 Filial generation of tree shrews at Kunming Medical University 
A. B: EWE C: 出 生 7 Ade Pea; D: 出 生 10 日 龄 树 购 。 引 自 云南 省 科技 厅 科 技 基础 条 件 平台 建设 计划 2006PTO7-1 项 目 结 题 报告 。 


A, B: New born babies of tree shrews; C: 7 days old tree shrews; D: 10 days old tree shrews. The data are from Report of Yunnan Provincial Science and 































































































Technology Department project 2006PT07-1 “Tree Shrew Domestication and Laboratory Standardization”. 





et al, 1991), 2009 年 , Li et al (2009) 又 开展 了 树 网 人 ”消化 道 疾病 , 符合 实验 动物 饲料 生产 许可 证 管理 要 
工 繁殖 新 方法 的 研究 并 获得 成 功 。 中 国医 学 科学 院 K; 产 仔 梨 穴 近似 野生 树 哆 莫 穴 (图 D, 产 仔 率 和 成 
医学 生物 学 研究 所 在 开展 HCV-cc 模型 研究 的 同时 ， ” 活 率 有 保障 ; 一 雄 多 雌 分 居 饲 养 定 期 批量 合 笼 交 配 
也 开展 了 树 购 人 工 繁殖 研究 并 获得 成 功 (Dai et — 9t; 初 产 子 代 母树 购 由 具有 经 产 史 的 母树 购 诱 导 
al, 2008，2009)。 与 相关 单位 相 比 ， 昆 明 医学 院 获 得 哺乳， 有 效 提高 了 子 代 树 网 的 繁殖 率 和 存活 率 ; 繁 
树 网 规模 化 繁殖 的 经 验 在 于 : 改变 以 往 稀 粥 样 饲料 ， ” 殖 工 作 由 专人 负责 ,饲养 员 仪 起 到 配合 作用 (专利 
用 全 价 颗 粒 饲料 喂养 树 购 ， 取 消 其 他 一 切 食品 ， 既 申请 号 : 201010 273008.7 、201010273025.0 和 
保障 营养 均衡 稳定 ， 又 能 有 效 控制 饲料 卫生 质量 和 201010274335.4, Kunming Medical University) 。 
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2 实验 树 哆 标准 化 的 研究 


实验 树 网 标准 化 研究 消 后 , 是 长 期 以 来 实验 树 
网 应 用 研究 发 展 缓慢 的 主要 原因 之 一 。 迄 今 为 止 ， 
实验 树 网 尚 无 国家 、 行 业 质量 控制 标准 。 在 兄弟 单 
位 同行 们 的 大 力 支 持 下 , 在 云南 省 专项 经 费 的 资助 
F, 昆明 医学 院 经 过 多 年 的 努力 工作 , 终于 在 2010 
年 10 月 完成 了 “实验 树 哆 云南 省 地 方 标准 ”的 下 
究 和 编制 工作 。 云南 省 地 方 标准 《实验 树 移 (DB53/T 
328.1-328.5 一 2010)》 已 于 2010 年 11 H 16 日 正式 











XA 
































































































































Wr R 32 卷 








控 和 人 类 健康 提供 有 力 支撑 。 所 以 , 我 们 应 密切 关 
注 国 家 在 资源 动物 标准 化 建设 方面 的 发 展 动向 抓 
住 机 遇 , 进一步 完善 树 风 标准 化 研究 ,开展 树 购 人 
类 重大 疾病 动物 模型 研究 。 对 此 ,提出 一 些 建议 。 
3.1 开展 实验 树 网 质量 控制 国家 标准 的 研究 

目前 由 云南 省 质量 技术 监督 局 颁布 的 《实验 树 
$9 云南 省 地 方 标 准 》 一 一 《实验 树 购 (DB53 代 
328.1-328.5—2010)) , 仅仅 是 推荐 性 地 方 标准 。 由 
于 受 人 力 、 财 力 等 条 件 的 制约 , 该 标准 的 条 款 内 容 










































































发 布 ,2011 年 3 月 1 日 正式 实施 ,其 内 容 共 分 为 5 
个 部 分 : 1. SR CIS: 微生物 学 等 级 
及 检测 (DB53/T 328.1); 2. KERE CGE 2 部 分 ): 
寄生 虫 学 等 级 及 检测 (DB53/T 328.2); 3. Sus pg ss 
(第 3 部 分 ): 遗传 学 质量 控制 (DB53/T 328.3); 4. 
SENS SS COS 4 部 分 ): 配合 饲料 (DB53/T 328.4); 5. 
SECUS BER] CE 5 部 分 ): 环境 及 设施 (DB53/T 328.5). 
本 标准 的 颁布 填补 了 我 国 实验 树 网 无 质量 标准 的 
空白 ,为 树 购 人 工 繁殖 和 实验 研究 提供 了 全 面 的 质 
保障 ,结束 了 长 期 仅 能 使 用 野生 树 鸥 的 历史 ， 标 
志 着 树 哆 实验 动物 化 研究 取得 了 突破 性 进展 ， 为 实 
验 树 购 广泛 应 用 和 深入 研究 商定 了 质量 保障 。 当然， 
该 标准 还 有 一 些 条 款 需 要 在 今后 的 实际 工作 中 了 予 
以 补充 、 完 善 和 提高 。 

目前 , 国家 科技 部 已 经 重视 我 国资 源 动物 的 实 
验 动 物化 工作 。2010 年 ,， 科技 部 启动 了 国家 科技 支 
FEA: 人 畜 共 患 病 感 染 动 物 模 型 技术 研究 及 我 国 
特有 野生 动物 实验 动物 化 ,其 中 涉及 3 个 资源 动 
Vj: Ws. KIM. Rei. ATRD: 普通 级 
PY AEA HCV 感染 模型 的 建立 与 评价 ， 由 中 国 
医学 科学 院 医学 生物 学 研究 所 和 昆明 医学 院 共同 
承担 。 这 表明 我 省 在 树 哆 实验 动物 化 研究 与 实践 方 
走 在 全 国 前 列 。 


3 我国 实验 树 网 开发 应 用 研究 的 建议 


在 “十 二 五 ”期 间 , 国家 将 建立 实验 动物 种 质 
资源 管理 体系 ,建立 和 完善 实验 动物 种 质 资源 中 心 
和 保存 基地 。 同 时 ， 继 续 关 注 人 类 重大 疾病 动物 模 
型 和 实验 动物 资源 的 标准 化 及 评价 体系 的 研究 。 科 
技 部 将 进一步 启动 国家 科技 支撑 计划 项 目 :“ 重 大 
疾病 动物 模型 和 实验 动物 资源 的 标准 化 及 评价 体 
系 的 建立 ”, 通过 该 项 目的 实施 , 促进 我 国 实验 动 
物 标准 化 进程 ,为 我 国 科 技 自主 创新 、 重 大 疫病 防 













































































































































































































































































































































































还 有 许多 不 够 全 面 的 地 方 , 需要 在 实践 中 做 进一步 
的 补充 完善 和 提高 ， 有 些 条 款 需 要 做 验证 实验 ， 以 
保证 其 各 项 条 款 内 容 的 科学 性 、 可 靠 性 和 权威 性 。 
为 此 , 建议 省 实验 动物 工作 管理 机 构 组 织 全 省 相关 
单位 的 专业 技术 人 员 , 在 《实验 树 哆 云南 省 地 方 标 
准 》 的 基础 上 , 开展 实验 树 网 质量 控制 国家 标准 的 
研究 , 共同 参与 和 完成 修订 完善 提升 工作 ， 加快 树 
网 实验 动物 标准 化 研究 进程 ， 尽 早 把 《实验 树 葬 
云南 省 地 方 标 准 》 提 升 为 国家 标准 ， 引 领 我 国 实验 
树 鸥 标准 化 研究 工作 ,促进 我 省 实验 树 购 研究 开发 
工作 的 进程 , 吸引 更 多 省 外 乃至 国外 的 研究 项 目 落 
户 云南 。 
32 ” 近 交 系 实验 树 网 的 培育 研究 

近 交 系 实验 动物 的 出 现 ， 兽 经 大 大 推动 了 许多 
十 分 重要 的 生物 学 研究 的 突破 。 相 对 于 灵 长 类 动物 
而 言 ， 树 网 的 生命 周期 较 短 ,， 多 胎生 殖 ， 从 理论 上 
看 ， 比 较 容 易 培 育 近 交 系 动 物 。 我 们 应 该 探索 实验 
树 鸯 的 近 交 系 动 物 的 培育 。 如 果 可 能 的 话 ,， 还 可 以 
如 同 培育 小 鼠 那样 ,按照 我 们 人 类 的 科学 研究 任务 
的 需要 , 培育 具有 不 同 生物 学 特性 的 近 交 系 。 
3.3 ”进一步 加 强 实验 树 胸 的 基础 生物 学 研究 

与 小 鼠 等 已 有 实验 动物 相 比较 ， 人 们 对 于 树 网 
的 基础 生物 学 的 研究 非常 有 限 ,， 这 已 经 成 为 树 哆 在 
生物 医学 研究 方面 应 用 的 瓶 贷 。 我 们 建议 要 尽快 加 
强 树 网 基础 分 子 生物 学 和 细胞 生物 学 的 研究 ,研制 
出 一 些 常用 的 研究 工具 ， 如 分 子 探 针 和 单 克 隆 抗体 
等 , 组 织 国内 有 关 力 量 , 尽早 进行 树 欧 的 基因 组 测 
序 以 及 比较 基因 组 和 比较 和 蛋白质 组 的 研究 。 可 嘉 的 
是 国内 已 经 有 一 些 研究 团队 正在 这 方面 开展 深入 
研究 并 取得 较 好 结果 (Li et al, 2010; Zhang D et al, 
2009, Zhang P et al, 2009; Shao et al, 2009). 
3.4 FRARBA RAM BO 42 15803 BAT c 

目前 , HCV 是 危害 人 类 身体 健康 和 生命 安全 的 
重大 传染 病 之 一 ,全 球 已 超过 1.7 亿 感 染 人 和 群 , 每 
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年 新 增 300 万 感染 者 , 每 年 因 肝 细胞 癌 死 亡 人 数 达 
100 万 。 云 南 是 HIV 感染 重 灾区 ,HIV 感染 者 也 是 
HCV IJ ATE, 云南 自然 成 为 HCV 的 重 灾 区 。 
因此 , 在 云南 开展 树 购 HCV 等 疾病 动物 模型 的 研 
究 和 应 用 , 具有 十 分 重要 的 现实 意义 和 深远 的 历史 
意义 。 目 前 昆明 地 区 有 6 个 以 上 的 单位 同时 在 开展 
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二 





HCV 的 相关 研究 (Xu et al, 2007)。 建议 国家 和 省 
府 科 技 管理 部 门 进行 组 织 ， 既 有 分 工 X441 
避免 不 必要 的 重复 。 以 HCV 疾病 动物 模型 的 研究 
和 开发 应 用 为 突破 口 ， 全 方位 深入 开展 树 移 HCV 
动物 模型 的 研究 ,为 应 用 于 防治 HCV 的 疫苗 和 有 
效 药 物 研 究 的 动物 模型 的 建立 ,奠定 基础 。 

此 外 ,， 树 网 还 可 以 作为 许多 研究 的 动物 模型 ， 
如 人 乙 型 病毒 性 肝炎 和 人 疱疹 病毒 的 研究 、 行 为 和 
社会 结构 研究 、 人 类 抑郁 症 的 药物 研究 ， 以 及 人 类 
老年 病 的 研究 等 等 ,因此 ,完全 有 必要 把 实验 树 哆 
建成 继 实 验 猕 猴 之 后 又 一 个 实验 动物 支柱 品种 , 促 
进 我 省 实验 动物 科技 产业 的 可 持续 发 展 , 把 昆明 地 
区 在 树 网 实验 研究 方面 的 技术 和 资源 优势 保持 和 
发 展 下 去 。 这 样 ， 既 发 挥 了 我 省 实验 动物 资源 的 
优势 ， 也 为 国家 的 实验 动物 科技 事业 做 出 应 有 的 
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3.5 ”建立 国家 级 实验 树 赐 种 源 基 地 、 生产 供应 基地 

和 动物 实验 研究 基地 

云南 不 仅 是 著名 的 动物 王国 ， 更 是 我 国 实验 动 
物 工 作 的 发 源 地 ， 曾 经 有 过 实验 动物 科技 事业 的 辉 
烛 历 史 , 昆明 鼠 、 猕 猴 、 版 纳 微型 猪 等 实验 动物 为 
我 国 的 实验 动物 科技 事业 做 出 了 积极 贡献 。 改 革 开 
放 以 来 , 云南 的 科技 工作 和 科研 实力 得 到 了 大 幅度 
提升 , 实验 动物 科研 和 综合 开发 能 力 处 在 全 国 前 
列 。 树 哆 是 我 省 又 一 个 资源 十 分 丰富 的 实验 动物 种 
K, 全 国 6 个 亚 种 , 云南 占有 3 种 ， 且 是 全 省 性 分 
布 , 占有 天 时 地 利 人 和 的 优势 。 

昆明 是 我 国 开展 树 骨 人 工 驯养 繁殖 和 研究 时 
间 最 早 、 基 础 条 件 最 好 、 技 术 人 才 队 伍 最 强 的 地 区 。 
在 树 欧 规模 化 人 工 驯养 繁殖 技术 、 质 量 控制 标准 
究 以 及 HCV 模型 研究 等 方面 均 处 全 国 领先 水 平 ， 
SS bs E CLER AE ELI BL. MAR CE CS S 
之 后 我 省 又 一 个 实验 动物 支柱 品种 。 建 议 省 政府 科 
技 主管 部 门 组 织 全 省 人 力 物 力 和 财力 ， 发 挥 云南 树 
网 资源 优势 和 人 才 技 术 优势 ， 在 争取 国家 实验 动物 
专项 基金 的 同时 , 设立 项 目 专项 资金 , 把 昆明 建成 
国家 级 实验 树 网 种 源 基 地 、 生 产 供应 基地 和 动物 实 
验 研 究 基地 , 在 为 我 省 实验 树 网 的 研发 应 用 打下 坚 
实 基础 的 同时 ， 也 为 树 网 的 产业 化 发 展 和 全 国 的 生 
产 供应 做 出 我 们 应 有 的 贡献 。 
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